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TITULO 
 
Aspectos diagnósticos y epidemiológicos de la piroplasmosis canina en áreas urbanas 
del sur del Gran Buenos Aires 
 
PALABRAS CLAVE  
nested-PCR-RFLP; Babesia vogeli; piroplasmosis canina; Buenos Aires  
 
RESUMEN  
La piroplasmosis canina es una enfermedad producida por varias especies de 
protozoarios apicomplexa del orden Piroplasmida que afecta a los cánidos de todos los 
continentes. Varias especies pueden infectar al perro, diferenciadas por localización 
geográfica, especie de garrapata con capacidad vectorial y variaciones antigénicas y 
moleculares. En nuestro país están descriptas Babesia vogeli y Rangelia vitalii. La 
detección de parásitos mediante microscopía es la manera habitual de diagnóstico. Las 
pruebas moleculares poseen mayor sensibilidad y pueden diferenciar la especie 
implicada. En este trabajo se evaluaron muestras de sangre de perros de la zona sur del 
Área Metropolitana de Buenos Aires (AMBA) procesados en el Laboratorio DIAP 
durante el período 2003 – 2014. Se estudió: (1) detección microscópica de piroplasmas; 
(2) alteraciones hematológicas; (3) identificación por nested-PCR-RFLP y 
PCR-secuenciación; (4) diagnóstico molecular en perros no parasitémicos al 
microscopio; (5) variación anual y estacional; y (6) factores de riesgo. Se evaluaron 
120567 hemogramas. La prevalencia microscópica fue 0,25 %. La parasitemia varió 
entre 0,0001 % y 30 %, donde el 90 % de los casos registró 1 % o menos. Se presentó 
anemia en el 60,7 % de los casos y 20,3 % tuvo anemia moderada a grave. Hubo 
leucopenia en el 31,3 % y leucocitosis en el 11,7 %. Se observó el patrón característico 
de B. vogeli en 199 de las 200 muestras de perros parasitémicos analizadas mediante 
nested-PCR y RFLP. Las secuencias obtenidas mostraron 99-100 % de identidad 
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mediante BLAST con secuencias de B. vogeli reportadas en el GenBank. En el animal 
restante se observó el patrón de corte y la secuencia parcial del gen 18S ARNr 
compatibles con R. vitalii. Entre las 514 muestras negativas al microscopio, 0,77 % 
resultaron positivas a B. vogeli mediante PCR. La prevalencia anual mostró un aumento 
significativo (P<0,001) que varió de 0,13 % en 2003 a 0,37 % en 2012. Los valores 
también variaron estacionalmente desde picos de casi el 1 % durante la primavera hasta 
cero en invierno. La infección fue más prevalente en machos (P<0,001) y en menores a 
un año (P<0,0001). No se encontraron diferencias significativas entre perros de raza y 
mestizos, entre razas de diferente tamaño o con diferente longitud de pelo. Se observó 
co-infección con Hepatozoon canis (9,3 %) y con Dirofilaria immitis (1,3 %) mediante 
microscopía. Los hallazgos de la presente Tesis demuestran que la piroplasmosis canina 
producida por B. vogeli en la zona sur del AMBA es endémica desde hace más de 10 
años. Se requiere de más información para saber si R. vitalii se presenta también en la 
zona de manera autóctona. 
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TITLE 
Diagnostic and epidemiological aspects of the canine piroplasmosis in urban areas of 
Southern Greater Buenos Aires 
KEY WORDS 
nested-PCR-RFLP; Babesia vogeli; canine piroplasmosis; Buenos Aires 
ABSTRACT 
Canine piroplasmosis is a disease caused by several species of apicomplexan 
protozoa from piroplasmid order that affects canids worldwide. Depending on 
geographic location, tick vector, antigenic and molecular variability, dogs may be 
infected by many species. At present, Babesia vogeli and Rangelia vitalii have been 
described in Argentina. Microscopic detection of piroplasms is the usual way of 
diagnosis. Molecular studies could help to increase the sensitivity and allow 
differentiation between piroplasm species. In this work, during the period 2003 – 2014, 
blood samples of dogs from Southern Greater Buenos Aires were analyzed at DIAP 
laboratory. It was studied: (1) microscopic detection of piroplasms; (2) hematological 
alterations; (3) identification by nested-PCR-RFLP and sequencing; (4) molecular 
diagnostic in non parasitemic dogs at microscopic evaluation; (5) annual and seasonal 
variation; and (6) risk factors. A total of 120567 hemograms were evaluated. The 
microscopic prevalence was 0.25 %. Parasitemia ranged between 0.0001 % and 30 %, 
where 90 % of the cases recorded 1% or less. Anemia was presented in 60.7 % of the 
cases; 20.3 % have moderate to severe anemia. Leucopenia was presented in 31.3 % and 
leukocytosis in 11.7 %. Blood samples from 99 of 200 parasitemic dogs analyzed with 
nested-PCR showed the RFLP pattern of B. vogeli. The sequences obtained showed 99-
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100 % identity with B. vogeli sequences deposited in GenBank by BLAST analyses. In 
the remaining dog, RFLP and sequence were compatible with R. vitalii. Among 514 
negative samples under the microscope, 0.77 % resulted positives to B. vogeli by PCR. 
Annual prevalence showed a significant increasing (P<0.001), from 0.13 % in 2003 to 
0.37 % in 2012. The values also varied seasonally from peaks of almost 1 % during 
spring to zero in winter. The infection was more prevalent in males (P<0.001) and dogs 
under one-year-old (P<0.0001). No significant differences were found between 
purebred and crossbreed dogs, between breeds of different size or with different hair 
length. Co-infection with Hepatozoon canis (9.3 %) and Dirofilaria immitis (1.3 %) was 
observed by microscopy. These findings show that piroplasmosis produced by B. vogeli 
is endemic in Southern Grater Buenos Aires since more than 10 years ago. It needs 
more information to know if R. vitalii presence is autochthonous in the study area.  
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1.1 Generalidades 
La piroplasmosis canina es una infección producida por protozoarios 
hemoparásitos de los géneros Babesia, Theileria y Rangelia, que afecta a los caninos 
domésticos y silvestres de todos los continentes. Es una enfermedad transmitida por 
garrapatas (siglas en inglés CTBD: canine tick borne disease) y en un sentido más 
amplio pertenece al grupo de las enfermedades caninas transmitidas por vectores (siglas 
en inglés CVBDs: canine vector borne diseases), de gran importancia en los perros de 
regiones tropicales, subtropicales y templadas de todo el mundo. Se caracteriza en 
general por producir fiebre, anemia, anorexia, trombocitopenia y esplenomegalia, 
llegando a ser fatal en algunos casos. La infección puede desaparecer o cursar de modo 
asintomático pasando a la cronicidad con un nivel muy bajo de protozoarios circulantes 
(Irwin, 2009). 
En el pasado se reconocía solamente la presencia de Babesia canis y B. gibsoni 
en cánidos domésticos y silvestres como causales de piroplasmosis. Durante los últimos 
años este tópico tomó particular interés y se intensificaron los estudios de diferenciación 
específica (Irwin, 2009). Actualmente se reconocen varias especies de Babesia y 
algunas de Theileria como agentes de piroplasmosis canina (Solano-Gallego & Baneth, 
2011). La distribución de esta importante afección se encuentra en expansión y se la 
considera emergente en algunos países (Schnittger et al., 2012). Del género Rangelia se 
1-Introducción 
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describe solamente la especie Rangelia vitalii, con distribución  regional  en  el  sur  y  
sudeste  de
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Brasil desde principios del siglo XX y desde hace muy poco tiempo en la región 
mesopotámica de Argentina y en Uruguay (Eiras et al., 2014; França et al., 2014; 
Sánchez et al., 2015; Soares, 2014; Soares et al., 2015). En Argentina, la información 
sobre las especies de piroplasmas que afectan a los perros es aún escasa. Hasta el 
momento se caracterizó la presencia de Babesia vogeli en caninos de Buenos Aires 
(Eiras et al., 2008) y Córdoba (Maffrand et al., 2014), y R. vitalii en perros de Misiones 
y Entre Ríos (Eiras et al., 2014; Sánchez et al., 2015). 
Entre las CVBDs descriptas en nuestro país, además de la piroplasmosis se 
encuentran la hepatozoonosis, la ehrlichiosis, la dirofilariasis, la leishmaniosis y la 
tripanosomiasis, algunas de ellas con importancia en Salud Pública por su carácter 
zoonótico. Debido a la posibilidad de co-infección, resulta siempre recomendable la 
evaluación integral y conjunta de estas enfermedades en los pacientes sospechosos 
(Dantas-Torres, 2008; Dantas-Torres et al., 2012; De Tommasi et al., 2014). La 
presencia de Hepatozoon canis fue reportada en 1999 y luego caracterizada molecular, 
hematológica y epidemiológicamente en perros de Buenos Aires (Eiras et al., 2007; 
Vezzani et al., 2017). Ehrlichia canis y Anaplasma platys, dos agentes bacterianos 
transmitidos por garrapatas, fueron reportados en 2013 por primera vez en el territorio 
nacional (Eiras et al., 2013). Leishmania infantum chagasi se introdujo en el noreste de 
nuestro país en 2006 (Salomon et al., 2008) y fue expandiéndose hacia el sur (Salomón 
et al., 2012). La dirofilariasis canina causada por Dirofilaria immitis se encuentra 
presente en Argentina desde principios del siglo XX y afecta actualmente a 11 
provincias (Vezzani et al., 2006; Vezzani & Eiras, 2017). La infección por 
Trypanosoma cruzi en perros también es conocida desde inicios del siglo XX (Gurtler et 
al., 2007) y recientemente se diagnosticó por primera vez la presencia de Trypanosoma 
evansi en perros de Entre Ríos (Bono Battistoni et al., 2014). La mayoría de estas 
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CVBDs tienen diversos factores de riesgo asociados y pueden producir alteraciones 
clínico-patológicas similares por lo que resulta importante el diagnóstico diferencial 
específico y la sospecha de infección concomitante debería estar presente en todos los 
casos. 
1.2 Etiología 
Las especies de piroplasmas pertenecen al phylum Apicomplexa, clase 
Aconoidasida, orden Piroplasmida. Estos organismos unicelulares eucariotas presentan 
un complejo apical incompleto (sin conoide, lo que da el nombre a la clase), que les 
permite el ingreso y permanencia dentro de células de organismos superiores, 
principalmente glóbulos rojos. Su ciclo evolutivo es indirecto, con varias especies de 
garrapatas actuando como hospedadores definitivos (HD), donde tiene lugar la 
reproducción sexual de los protozoos o gametogonia (França et al., 2014; Schnittger et 
al., 2012). En lo sucesivo se utilizará también el término “vector” para hacer referencia 
a las garrapatas que actúan como HD en los ciclos de los hemoparásitos. 
Las primeras descripciones del género Babesia en animales se remontan a fines 
del siglo XIX (Babes, 1888). Por aquel entonces fue demostrada también la transmisión 
de estos protozoarios a través de la picadura de las garrapatas (Smith & Kilborne, 1893). 
El término asignado inicialmente y asociado a la forma piriforme que adoptan los 
merozoítos dentro de los glóbulos rojos fue el de “piroplasmas” y es lo que originó el 
nombre del orden en la sistemática (Uilenberg, 2006). El término piroplasmosis se 
utiliza para referirse en un sentido amplio, tanto a infecciones producidas por especies 
del género Babesia, Theileria o Rangelia. 
Actualmente, se reportan varias especies de piroplasmas que afectan a los 
caninos en todo el mundo. En base al tamaño de los merozoítos intraglobulares se los 
clasifica en “piroplasmas grandes” (>2,5 µm) y “piroplasmas pequeños” (<2,5 µm). Al 
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primer grupo se lo identifica como B. canis (sensu lato), y se corresponde en la 
actualidad con las especies B. canis (sensu stricto), B. vogeli, B. rossi y Babesia sp. 
(Birkenheuer et al., 2005; Uilenberg, 2006). En este grupo también puede incluirse a R. 
vitalii (França et al., 2014; Sánchez et al., 2015; Sánchez et al., 2017). 
 Hasta hace algunos años, los “piroplasmas grandes” eran considerados 
subespecies de B. canis, aunque las marcadas diferencias a nivel molecular, 
especificidad de hospedadores y patogenicidad refuerzan la sistemática actual como 
especies diferentes (Uilenberg, 2006).  
El segundo grupo o “piroplasmas pequeños”, es lo que se denomina B. gibsoni 
(sensu lato), describiéndose las especies B. gibsoni (sensu stricto) y Babesia conradae 
(Kjemtrup & Conrad, 2006; Uilenberg, 2006). Se menciona también dentro de este 
grupo a Theileria annae, que fue descripta en cánidos de España. Este último 
protozoario presenta formas intraglobulares pequeñas (<2,5 µm), ovales o circulares. En 
estudios moleculares se lo ha identificado como similar a Babesia microti (Babesia 
microti-like) (Camacho et al., 2001; Zahler et al., 2000). En este mismo grupo, las 
especies Theileria equi y Theileria annulata han sido detectadas en estudios 
moleculares en cánidos de Europa, Asia y África (Criado-Fornelio et al., 2003; Fritz, 
2010; Irwin, 2009; Solano-Gallego et al., 2016), aunque se desconoce el rol de estas 
especies en la epidemiología de la piroplasmosis canina. 
Este esquema referido a la denominación y diferenciación de las especies es el 
que presenta mayor consenso en la actualidad gracias a los aportes de la identificación 
molecular. Todas las especies mencionadas presentan diferencias, además de las 
genéticas, en especificidad de HD, características antigénicas, distribución geográfica, 
patogenicidad y respuesta al tratamiento (Tabla 1). 
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1.3 Ciclo evolutivo 
Los piroplasmas son transmitidos a través de la saliva de los HD y se multiplican 
asexualmente (merogonia) en las células del sistema circulatorio de los hospedadores 
intermediaros (HI) vertebrados (Figura 1). En las especies del género Babesia, esta 
multiplicación tiene lugar directamente en los glóbulos rojos mientras que las especies 
del género Theileria inicialmente se multiplican en los linfocitos circulantes. En el caso 
de R. vitalii, la merogonia se produce en los eritrocitos, los leucocitos y en las células 
endoteliales de los capilares sanguíneos.  
En términos generales, las formas infectantes se unen a receptores específicos 
normales de los eritrocitos y entran a estas células formando una vacuola parasitófora 
que luego se disuelve. Ya dentro de los glóbulos rojos se diferencian a trofozoítos con 
forma redondeada que comienzan con la replicación asexual (Echaide et al., 1998). Los 
individuos resultantes de la merogonia son denominados merozoítos. Luego de la 
multiplicación asexual los protozoos del género Babesia suelen presentarse con 2 
merozoítos en cada glóbulo rojo formando una V, mientras que en los del género 
Theileria se observan 4 merozoítos formando una cruz de Malta. Estos merozoítos 
destruyen el eritrocito parasitado e invaden nuevos eritrocitos para continuar su 
multiplicación asexual. En los casos de los piroplasmas que afectan al perro, 
dependiendo de la especie implicada en el proceso y el momento de la infección, los 
merozoítos pueden observarse únicos, de a pares o incluso múltiples tanto dentro como 
fuera de las células sanguíneas. En muchas ocasiones pueden observarse las formas 
intraglobulares redondeadas denominadas trofozoítos según esta morfología que 
adoptan cuando ingresan al eritrocito (Uilenberg, 2006). 
Cuando una garrapata ingiere sangre con glóbulos rojos infectados, se desarrolla 
en su intestino la gametogonia, con formación de gametas similares entre ellas 
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(denominadas isogametas o cuerpos radiales) que al fusionarse dan como resultado un 
cigoto móvil u ooquineto (Mehlhorn & Schein, 1985). Estos ooquinetos inician la 
esporogonia en las células intestinales dando origen a esporoquinetos que se distribuyen 
por el hemocele e invaden los órganos de la garrapata. En las glándulas salivales los 
esporoquinetos se dividen y dan lugar a los esporozoítos que son las formas infectantes 
para el hospedador vertebrado. La formación de esporozoítos infectantes comienza 
cuando la garrapata se sube a un hospedador. Este tipo de transmisión dentro de la 
garrapata se denomina transestadial, debido a que, si una garrapata ingiere sangre 
infectada siendo larva hexápoda, será infectante siendo ninfa, o si se infecta siendo 
ninfa transmitirá esporozoítos con su saliva siendo adulto. En algunas especies del 
género Babesia (e.g. B. bovis, B. bigemina), los ooquinetos pueden alcanzar los ovarios 
de la garrapata hembra e infectar sus óvulos. De este modo la infección puede 
transmitirse de una generación a otra sin mediar nuevas infecciones del vector o del 
hospedador vertebrado, haciendo que se mantenga por largos períodos de tiempo en las 
poblaciones de garrapatas de un área endémica. Este mecanismo se denomina 
transmisión transovárica (Homer et al., 2000; Solano-Gallego et al., 2016; Vignau et al., 
2005). La trasmisión vertical, o transplacentaria, por pasaje de merozoítos de la perra a 
sus crías fue descripta para B. gibsoni (Fukumoto et al., 2005) y B. canis (Mierzejewska 
et al., 2014). Este último mecanismo también fue propuesto para B. microti-like 
(Simões et al., 2011). 
1.4 Hallazgos clínico-patológicos y epidemiología 
Los hallazgos clínico-patológicos difieren en grado e intensidad de acuerdo con 
la patogenicidad de la especie de piroplasma involucrada en la infección. En términos 
generales, e independientemente de la especie, la multiplicación de estos protozoarios 
dentro de glóbulos rojos lleva a la destrucción de los mismos, ya sea por mecanismos 
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directos del parásito o inmunomediados. El principal hallazgo observado será entonces 
la anemia de origen hemolítico, inicialmente normocítica y normocrómica (no 
regenerativa) y luego de unos días típicamente muy regenerativa (índice reticulocitario 
>2). Secundariamente suele observarse trombocitopenia más o menos severa. El 
leucograma puede presentarse con alteraciones variables, tanto aumento como 
disminución en el recuento total de leucocitos como en la fórmula leucocitaria 
(Guimarães et al., 2004; Solano-Gallego et al., 2008; Zygner et al., 2007). Asociados al 
proceso anémico aparecen signos tales como letargia, vómitos y linfadenomegalia. 
En ciertos casos se detectan glomerulonefritis y hepatitis producidas por complejos 
antígeno-anticuerpo circulantes depositados en riñón e hígado, respectivamente, lo que 
hace pensar que una reacción de hipersensibilidad de tipo III puede ser parte de la 
patogenia de esta enfermedad (Dantas-Torres & Figueredo, 2006; Furlanello et al., 
2005; Lobetti, 1998; Solano-Gallego & Baneth, 2011; Solano-Gallego et al., 2016). En 
algunas semanas el sistema inmune logra controlar la multiplicación activa del parásito 
en la mayoría de los casos, reduciendo el número de eritrocitos infectados. En ocasiones 
persiste una parasitemia muy escasa, difícil de detectar y los animales en estos casos 
pueden mantenerse como portadores crónicos de la infección (Irwin, 2009). 
La gravedad de los signos también varía con la especie de piroplasma infectante, 
el estado inmunitario del hospedador vertebrado, la edad y la presencia de co-
infecciones o enfermedades concurrentes (Schnittger et al., 2012; Solano-Gallego & 
Baneth, 2011). En general, puede clasificarse en piroplasmosis complicada y no 
complicada, y dividirse a su vez en hiperaguda, aguda, crónica y subclínica. En los 
casos no complicados, las manifestaciones están asociadas al proceso hemolítico y son: 
fiebre, anemia, taquipnea, taquicardia, esplenomegalia, ictericia y depresión. En los 
casos complicados, se ven afectados otros órganos con falla renal, hepatopatía, distrés 
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respiratorio, lesiones miocárdicas y signos nerviosos por lesiones cerebrales o 
hipoglucemia (Ruiz de Gopegui et al., 2007). 
La babesiosis producida por B. canis se presenta con signos clínicos moderados 
a severos y es transmitida por la garrapata Dermacentor reticulatus; se la considera 
endémica en el norte de Europa y Asia, en concordancia con la distribución de su vector 
(Trotz-Williams & Trees, 2003). La infección por B. vogeli, transmitida por 
Rhipicephalus sanguineus, generalmente es acompañada de signos leves a moderados 
hasta incluso suele ser asintomática. Este piroplasma se encuentra ampliamente 
distribuido en todo el mundo, con reportes en el sur de Europa, EEUU, África, Japón y 
Australia. En América del Sur se encuentra reportada en Brasil, Venezuela, Ecuador, 
Colombia y Argentina (Criado-Fornelio et al., 2007; Eiras et al., 2008; Olaya Martínez, 
2015; Passos et al., 2005; Vargas-Hernández et al., 2012). En contraste con la 
distribución mencionada previamente, la infección con B. rossi se encuentra restringida 
a Sudáfrica, Nigeria y Sudán. Esta especie es transmitida por la garrapata 
Haemaphysalis elliptica (syn. H. leachi) y produce una enfermedad muy severa, que en 
ocasiones es fatal. Los eritrocitos infectados tienden a la agregación con otros no 
infectados con la consiguiente amplificación del fenómeno hemolítico y en algunos 
casos, coagulación intravascular diseminada (CID). 
 Rangelia vitalii (syn. Babesia vitalii) es un piroplasma descripto en perros 
domésticos y salvajes en el sur y sudeste del Brasil, Noreste de Argentina y Uruguay. 
Produce una enfermedad muy peculiar que se caracteriza por el sangrado espontáneo de 
la piel, especialmente en la región del pabellón auricular, que ha dado a la rangeliosis su 
nombre originario en guaraní “nambi-uvú” (i.e. orejas sangrantes). Este piroplasma es 
transmitido por la garrapata Amblyomma aureolatum (França et al., 2014; Fredo et al., 
2015; Sánchez et al., 2015; Soares et al., 2015). 
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Por último, se ha detectado y caracterizado en un perro en EEUU un piroplasma 
de tamaño grande del género Babesia, que permanece aún innombrado, pero suele 
hacerse referencia a él como Babesia sp. (coco). La infección en este caso se presentó 
con signos moderados y hasta el momento se desconoce cuál puede ser su vector 
(Birkenheuer et al., 2004b). 
Entre los “piroplasmas pequeños", B. gibsoni se encuentra ampliamente 
distribuida a nivel mundial, es endémica en algunas regiones de Asia, estando además 
reportada en EEUU, Australia, Brasil y varios países de Europa y África (Dantas-Torres 
& Figueredo, 2006; Irwin, 2009; Pantchev et al., 2015; Solano-Gallego et al., 2016; 
Trapp et al., 2006b). La infección cursa con sintomatología moderada, aunque en 
ocasiones se presenta de modo asintomático. Se acepta que la transmisión está dada por 
R. sanguineus y también se sugiere que Haemaphysalis longicornis y H. bispinosa 
pueden participar en el ciclo (Pantchev et al., 2015; Trapp et al., 2006b). Existen 
evidencias que avalan la transmisión horizontal de esta especie mediante la mordedura, 
saliva o ingestión de sangre entre perros de lucha, principalmente American Pit Bull 
Terriers o perros de otras razas que fueron atacados por perros de pelea (Birkenheuer et 
al., 2005; Irwin, 2009; Jefferies et al., 2007b; Yeagley et al., 2009). Babesia conradae 
fue descripta como una nueva especie en California (EEUU). Los animales afectados 
presentan frecuentemente decaimiento, vómitos, linfadenopatía, palidez de mucosas y 
anemia hemolítica severa. La parasitemia puede variar del 5 al 40 % y se la considera 
más patógena que B. gibsoni (Kjemtrup & Conrad, 2006). Es probable que esta especie 
sea transmitida por garrapatas de los géneros Rhipicephalus y Haemaphysalis 
(Uilenberg, 2006). 
La theileriosis causada por T. annae cursa con anemia hemolítica y 
trombocitopenia severas, y en algunos casos falla renal. Fue descripta por primera vez 
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en España y los vectores propuestos son Ixodes hexagonus e I. canisuga (Camacho et 
al., 2001, 2003; Solano-Gallego et al., 2016). Se ha reportado su presencia en perros y 
zorros de varios países europeos, especialmente en el norte de la península ibérica, y 
además en perros y zorros de Norteamérica (Baneth et al., 2015; Beck et al., 2009; 
Clancey et al., 2010; Dezdek et al., 2010; Solano-Gallego et al., 2016; Yeagley et al., 
2009). Debido a la frecuente detección en zorros (en los que se presenta generalmente 
de manera subclínica), las diferencias bionómicas con lo descripto tradicionalmente 
para el género Theileria (i.e. ausencia de una forma intraleucocitaria) y algunas 
características moleculares distintivas, se ha sugerido que sea considerada una especie 
diferente con el nombre propuesto de Babesia vulpes (Baneth et al., 2015). Esta 
denominación no posee todavía una amplia aceptación y para algunos autores, la 
especie debería considerarse nomina nuda (Solano-Gallego et al., 2016). 
La distribución geográfica de la piroplasmosis canina, al igual que otras CTBDs, 
depende de la presencia de un hábitat adecuado para las especies de garrapatas que 
actúan como vectores (Solano-Gallego & Baneth, 2011). En consonancia con la amplia 
distribución de R. sanguineus, los piroplasmas B. vogeli y B. gibsoni son las dos 
especies más distribuidas a nivel mundial (Irwin, 2010). Actualmente la piroplasmosis 
canina se encuentra en expansión debido a la distribución de los HI y HD específicos y 
a la posible trasmisión a otros HI. Además, hay que considerar el posible ingreso de las 
diferentes especies de piroplasmas por importación de animales a zonas previamente 
libres de los parásitos. En la epidemiología de estas infecciones es necesario tener en 
cuenta también la capacidad vectorial de las garrapatas presentes, los cambios de 
distribución de HD vinculados al cambio climático y otros factores ligados a la 
globalización (Beugnet & Chalvet-Monfray, 2013; Dantas-Torres, 2015; Estrada-Peña 
et al., 2012; Unesco, 2013). 
 Piroplasmosis canina en Buenos Aires    
 
16 
En la literatura disponible, los trabajos sobre epidemiología de la piroplasmosis 
canina a nivel mundial son muy escasos. Los datos sobre prevalencia y factores de 
riesgo en general están basados en hallazgos serológicos o moleculares y son muy pocos 
los reportes provenientes de la observación de parásitos en los frotis sanguíneos 
coloreados. Para B. vogeli en particular, se hace mención sobre la estacionalidad de la 
infección y su relación con el clima tropical y subtropical (Irwin, 2010). También se 
reporta mayor prevalencia en animales jóvenes y mestizos, aunque estos datos no son 
coincidentes en estudios de diferentes regiones. Por último, existen también 
discrepancias respecto de la asociación de la infección con el sexo de los animales 
(Maia et al., 2007; Solano-Gallego et al., 2016; Ybañez et al., 2017). Maia et al. (2007) 
encuentra mayor prevalencia en hembras mestizas, aunque si solo se comparan machos 
y hembras sin importar la raza, no encuentra diferencias significativas entre ambos 
sexos.  
1.5 Diagnóstico 
Debido a la creciente expansión de la piroplasmosis canina y a la complejidad 
taxonómica, la localización geográfica donde se encuentre la infección no debe ser 
utilizada como único criterio diagnóstico. Históricamente, la piroplasmosis canina ha 
sido diagnosticada usando técnicas directas para demostrar la presencia de merozoítos 
intraglobulares en extendidos sanguíneos teñidos con las coloraciones habituales (e.g. 
May Grünwald-Giemsa). Este procedimiento permite identificar la parasitemia 
(expresada en porcentaje de glóbulos rojos parasitados) que tiene un límite de detección 
de alrededor de 10-5 a 10-6 o sea 0,001 a 0,0001 % (1 parásito cada 100000 a 1000000 
glóbulos rojos) (Bosë et al., 1995; Irwin, 2009). El tamaño de los merozoítos permite 
sólo la diferenciación entre piroplasmas “pequeños o grandes”. Es por esto que en 
muchas publicaciones se refieran a ellos como B. gibsoni y B. canis, respectivamente. 
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Esta técnica se continúa utilizando en la actualidad pero su sensibilidad se encuentra 
vinculada al nivel de parásitos circulantes, al momento de la infección (agudo, subagudo 
o crónico) y a la habilidad de detección del profesional actuante (Böse et al., 1995). 
Una vez demostradas las diferencias de especificidad de hospedadores, 
patogenicidad, antigenicidad, respuesta al tratamiento y pronóstico para cada una de las 
especies causales de piroplasmosis canina, se hace evidente la importancia de la 
sensibilidad y especificidad de las técnicas diagnósticas que se utilizan. Basándose en 
los conocimientos sobre la diferente antigenicidad en las especies, puede recurrirse a la 
utilización de estudios serológicos cuantitativos. Principalmente se usan las técnicas de 
Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
con merozoítos de cada especie como antígeno (Solano-Gallego et al., 2016; Yamane et 
al., 1993). Estas técnicas han sido extensamente usadas, aunque se detectan reacciones 
cruzadas entre algunas especies y en algunos casos, resultados falsos negativos en 
perros evidentemente infectados (Birkenheuer et al., 1999; Breitschwerdt et al., 1983). 
Esto último podría deberse a que los anticuerpos se elevan a niveles detectables luego 
de la parasitemia inicial. Por otro lado, es posible detectar anticuerpos durante un 
tiempo prolongado (algunos meses) en animales que resolvieron la fase inicial de la 
infección, dando como resultado animales serológicamente positivos pero que no 
demuestran parasitemia (Dantas-Torres & Figueredo, 2006). El diagnóstico serológico 
requiere de la selección de un antígeno adecuado para cada zona de acuerdo con la 
especie predominante y las posibles reacciones cruzadas. Dada la baja practicidad y 
utilidad clínica, la serología no es una metodología que se aplique ampliamente en la 
actualidad salvo en estudios seroepidemiológicos o como requerimiento especial de 
importación de animales en ciertos países. Algunos autores atribuyen cierta utilidad a la 
serología cuantitativa midiendo el título de anticuerpos al momento de la sospecha 
 Piroplasmosis canina en Buenos Aires    
 
18 
inicial y un tiempo después (4 a 8 semanas), con el fin de determinar la posible 
seroconversión (atribuida a los títulos que resultan 4 veces más bajos o elevados entre 
sí), especialmente en los casos donde falla la detección de merozoítos al microscopio o 
las técnicas moleculares resultan negativas (Solano-Gallego et al., 2016).  
Los estudios moleculares, particularmente el análisis de la secuencia del gen 
para el ARN ribosómico de la subunidad menor o 18S ha permitido detectar diferencias 
entre las especies para un diagnóstico específico (Carret et al., 1999; Zahler et al., 
1998). Este es un gen multicopia, con regiones muy conservadas entre los diferentes 
protozoos apicomplexa y que presenta regiones variables. Brinda una buena 
sensibilidad, y mediante el análisis de las regiones variables pueden evidenciarse 
diferencias entre especies. La técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR, del 
inglés Polimerase Chain Reaction) permite la amplificación específica de un fragmento 
de ADN, para arribar al diagnóstico de especie. Existen actualmente varias técnicas 
enfocadas a evidenciar las diferencias entre especies. Aparte de las técnicas de PCR 
convencional se utilizan técnicas con mayor sensibilidad como PCR anidada (nested-
PCR), semianidada (seminested), acompañadas o no del corte con enzimas de 
restricción (RFLP, del inglés Restriction Fragment Length Polymorphism) o 
secuenciación (Birkenheuer et al., 2003; Carret et al., 1999; Jefferies et al., 2007a; 
Solano-Gallego et al., 2008; Zahler et al., 1998). También existen técnicas de PCR en 
tiempo real para la detección y diferenciación de especies o genotipos mediante análisis 
de las temperaturas de melting (Adaszek & Winiarczyk, 2010). La mayoría de las 
técnicas se consideran de buena sensibilidad y especificidad, aunque los estudios que 
analizan un número significativo de muestras son escasos (Birkenheuer et al., 2003; 
Jefferies et al., 2007a). Los estudios moleculares tienen como limitante su elevado costo 
(especialmente PCR en tiempo real) y en algunos países, las largas distancias que deben 
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transitar las muestras de sangre hasta arribar a los laboratorios que cuentan con la 
tecnología necesaria para el diagnóstico (Böse et al., 1995). Debido a esto último, se ha 
propuesto la utilización de papeles de filtro embebidos con sangre del paciente como 
medio de transporte, con buenos resultados y sensibilidad, aunque algo menor que 
cuando se procesan directamente las muestras de sangre entera (Cardoso et al., 2008; 
Jefferies et al., 2007a; Tani et al., 2008). 
Los estudios de PCR y secuenciación han permitido también inferir y analizar 
potenciales relaciones filogenéticas entre especies. De este modo también es posible 
detectar variaciones intraespecíficas y la relación filogenética de los aislados de 
piroplasmas de una región o país con los mismos organismos detectados en otras partes 
del mundo (Eiras et al., 2008; Lack et al., 2012).  
1.6 Tratamiento y control 
Para el tratamiento de la piroplasmosis canina se usan diversas drogas tales 
como clindamicina, imidocarb, diminazene y doxiciclina, solos o en diversas 
combinaciones (Baneth, 2018; Solano-Gallego et al., 2016; Suzuki et al., 2007; Vial & 
Gorenflot, 2006). Los resultados de estos tratamientos suelen ser dispares, y en muchos 
países las drogas no están disponibles. Sumado a esto, la respuesta al tratamiento está en 
relación con la especie de piroplasma causal de la infección. A veces los animales 
permanecen como portadores crónicos de la infección luego de la mejoría clínica. 
Suelen recomendarse como terapia de soporte la administración de fluidos y las 
transfusiones sanguíneas (Vial & Gorenflot, 2006). 
En las infecciones por B. gibsoni se ha evidenciado una buena eficacia de la 
combinación de atovaquone y azitromicina para eliminar la parasitemia a niveles 
inferiores de los detectables (Birkenheuer et al., 2004a). Se ha propuesto también la 
bruceina A (extracto vegetal) como candidato para el tratamiento de la babesiosis canina 
 Piroplasmosis canina en Buenos Aires    
 
20 
producida por B. gibsoni (Nakao et al., 2009). El dipropionato de imidocarb ha sido 
utilizado para el tratamiento de la babesiosis producida por Babesia sp. (Birkenheuer et 
al., 2004b). Hasta el momento no hay reportes que evidencien tratamientos efectivos 
contra B. conradae ni T. annae aunque se propone la misma combinación que para B. 
gibsoni (Baneth, 2018). Los casos producidos por B. canis y B. vogeli pueden ser 
tratados con la posibilidad de reducir o eliminar los protozoos en algunos de ellos 
(Carret et al., 1999; Zahler et al., 1998). Las infecciones producidas por B. rossi son 
muy severas y no se dispone de drogas totalmente efectivas para el tratamiento hasta el 
momento. Por su parte, las manifestaciones clínicas de la rangeliosis canina pueden 
revertirse completamente con imidocarb si se detecta tempranamente el agente (França 
et al., 2014). 
La prevención de la piroplasmosis se basa principalmente en el tratamiento y 
control de las garrapatas, por lo que los baños y la utilización de pipetas o collares 
impregnados con drogas de acción garrapaticida son de uso corriente (Last et al., 2007). 
Al igual que para las especies de Babesia que afectan a los bovinos (Wilkowsky et al., 
2003), se ha propuesto la utilización de vacunas para el control de la piroplasmosis 
canina. Algunos estudios preliminares utilizando sobrenadante de cultivos o eritrocitos 
infectados demostraron proteger a los animales de la aparición de signos clínicos 
(Schetters et al., 2007). 
1.7 Antecedentes en el país y justificación del trabajo de Tesis 
En Argentina, hasta hace unos 15 años sólo se disponía de información sobre 
algunos focos de babesiosis canina en el conurbano bonaerense. En el año 2008 se 
realiza la primera descripción y caracterización molecular de B. vogeli en 2 perros de la 
zona sur del Gran Buenos Aires (Eiras et al., 2008). Previamente se habían iniciado los 
estudios epidemiológicos relacionados con esta especie (Eiras et al., 2005), quedando 
 Piroplasmosis canina en Buenos Aires    
 
21 
abierta la pregunta sobre la posible presencia de otras especies en la misma zona. En el 
año 2014 se reporta la especie R. vitalii en un perro de la provincia de Misiones (Eiras et 
al., 2014) y se dispone del hallazgo de B. gibsoni en 3 caninos de Salta (comunicación 
personal, Eiras, 2014). Considerando el alto nivel de infección por R. sanguineus en 
perros de nuestro país (González et al., 2004), la piroplasmosis transmitida por esta 
garrapata podría ser endémica y estar siendo sub-diagnosticada en muchas áreas. Dentro 
del esquema de distribución de las CVBDs en Argentina y la presencia de otros 
patógenos transmitidos por esta especie de garrapata (especialmente H. canis y E. 
canis), resulta necesario el estudio de estas afecciones como enfermedades conjuntas, el 
conocimiento de la distribución de la infección, los vectores competentes y los factores 
de riesgo asociados, como así también los hallazgos clínicos y clínico-patológicos más 
frecuentes. 
Por todo lo expuesto, la creciente aparición, emergencia y dispersión de las 
CVBDs en nuestra zona a lo largo de los últimos 20 años y en particular la infección por 
B. vogeli, han motivado la realización de este trabajo de Tesis doctoral que resulta ser 
pionero en la caracterización diagnóstica y epidemiológica de la piroplasmosis canina 
en la región. 
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2.1 Hipótesis 
1. En el sur del Gran Buenos Aires existe solamente B. vogeli infectando 
caninos. 
2. La técnica de PCR tiene mayor sensibilidad que la observación microscópica 
para la detección de piroplamas en muestras de sangre canina. 
3. La piroplasmosis canina no se correlaciona positivamente con la aparición de 
anormalidades hematológicas. 
4. La tasa de positividad a piroplasmas se distribuye homogéneamente durante el 
año y en el área de estudio. 
2.2 Objetivos 
2.2.1 General 
Caracterizar distintos aspectos diagnósticos y epidemiológicos de la 
piroplasmosis canina en la zona sur del área metropolitana de Buenos Aires 
(AMBA). 
2.2.2 Específicos 
1. Identificar molecularmente las especies de piroplasmas presentes en caninos 
de la zona en estudio.
2-Hipótesis y Objetivos 
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2. Determinar y comparar los porcentajes de muestras positivas a piroplásmidos 
en canes de la zona sur del AMBA obtenidos mediante diagnósticos moleculares 
y hematológicos. 
3. Caracterizar los hallazgos hematológicos de la piroplamosis canina en el área 
de estudio. 
4. Determinar las variaciones interanuales y estacionales de la piroplasmosis en 
caninos de la zona sur del AMBA. 
5. Evaluar la asociación de la infección con piroplasmas y los distintos factores 
de riesgo tales como edad, sexo, raza, tamaño, largo del pelo y procedencia 
geográfica de los animales en estudio. 
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Tabla 1. Especies de piroplasmas que afectan al perro a nivel mundial. Adaptado de Irwin (2009). 
 
Tamaño  Especie Sinónimos Vector en perros Distribución geográfica Comentarios 
Grande 
(large) 
Babesia vogeli Babesia canis vogeli Rhipicephalus 
sanguineus 
Amplia distribución: principalmente 
zonas tropicales y subtropicales 
 
 Babesia canis Babesia canis canis Dermacentor 
reticulatus 
Europa  
 Babesia rossi Babesia canis rossi Haemaphysalis 
elliptica 
África subsahariana y Sudáfrica  
 Babesia sp. Un-named large Babesia sp. 
(coco) North Carolina isolate 
Desconocido North Carolina, EEUU  
 Rangelia vitalii Babesia vitalii,  
Namviubú 
Amblyomma 
aureolatum 
Sur y sudeste de Brasil, 
Litoral argentino, Uruguay 
 
Pequeño 
(Small) 
Babesia gibsoni Babesia gibsoni Asia strain 
(sensu stricto)  
Haemaphysalis 
longicornis  
H. bispinosa  
R. sanguineus 
Asia, Ocurrencia esporádica en todo el 
mundo 
Fuera de Asia se encuentra generalmente asociada 
a Pit Bull Terriers y otros perros de pelea 
 Babesia conradae California strain Haemaphysalis sp. 
Rhipicephalus sp. 
  
 Theileria annae Babesia microti-like Spanish 
isolate 
Ixodes hexagonus  
I. canisuga  
Europa, EEUU  
  Babesia vulpes    
 Theileria sp. Un-named Theileria sp., 
South African Theileria sp. 
Desconocido Sudáfrica Solo detección molecular 
 Theileria annulata  Desconocido Africa, Europa, Asia Solo detección molecular 
 Theileria equi Babesia equi Desconocido Africa, Europa, Asia Solo detección molecular 
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Figura 1. Ciclo evolutivo de Babesia sp. Adaptado de Vignau et al. (2005). 
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3.1 Área de estudio 
El área de estudio comprende 16 municipalidades del centro-sur del Área 
Metropolitana de Buenos Aires (AMBA), en la provincia homónima (Figura 2). Esta 
megalópolis incluye áreas con diferentes grados de urbanización, desde ciudades 
altamente urbanizadas con 3 millones de habitantes como la Ciudad Autónoma de 
Buenos Aires (CABA) hasta pequeñas localidades con 2000 habitantes. El clima es 
templado, con una humedad relativa de 76 % y temperatura media de 15,8 ºC 
(Anónimo, 1992). La población canina estimada para la zona de estudio es de alrededor 
de 1.000.000 de perros, de acuerdo con la relación 1 perro cada 4 personas y los datos 
del último censo (Instituto Nacional de Estadística y Censos, 2015). 
3.2 Muestras 
Se evaluaron 120567 muestras de sangre canina procesadas para hemograma, 
que rutinariamente se recibieron en el servicio de diagnóstico del laboratorio DIAP 
(Diagnóstico en Animales Pequeños), ubicado en la calle Pueyrredón 1098, esquina 
Medrano de la localidad bonaerense de Banfield. Las muestras provinieron de perros 
con propietario, remitidas con diversos fines diagnósticos por veterinarios clínicos de la 
zona de estudio, entre octubre de 2003 y mayo de 2014. La sangre se recolectó y remitió 
en tubos con anticoagulante EDTA provistos por el laboratorio. Las muestras se 
conservaron a 4 ºC hasta el procesamiento del hemograma dentro de las 24 horas post-
extracción. 
3-Materiales y métodos 
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Figura 2. Área de estudio. Comprende 16 municipalidades de la zona sur del AMBA (provincia 
de Buenos Aires). 
 
 
PARTIDOS INCLUIDOS 
ENSENADA EN 
EZEIZA EZ 
ESTEBAN ECHEVERRIA EE 
BERAZATEGUI BZ 
FLORENCIO VARELA FV 
QUILMES QU 
CABA CB 
LOMAS DE ZAMORA LZ 
ALMIRANTE BROWN AB 
LA PLATA LP 
AVELLANEDA AV 
LANUS LA 
BERISSO BS 
CAÑUELAS CÑ 
MAGDALENA MG 
BRANDSEN BR 
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Para cada muestra se consignó, bajo un número de protocolo correlativo 
específico y dependiendo del periodo de estudio, la siguiente información: fecha de la 
muestra, edad, sexo, raza y municipio de procedencia.  
Todas las muestras fueron sometidas a diagnóstico hematológico y parte de ellas 
se conservó en los tubos originales a -20 ºC para el diagnóstico molecular de 
piroplasmosis canina según se explica más adelante. Además, se caracterizaron las 
alteraciones hematológicas y las co-infecciones con otros hemoparásitos transmitidos 
por vectores.  
3.3 Diagnóstico hematológico 
Los hemogramas de todas las muestras se procesaron utilizando un contador 
hematológico Abacus (Diatron, Austria). En cada hemograma se registró el hematocrito 
y el recuento de glóbulos blancos. El hematocrito se realizó además de manera manual 
en tubos no heparinizados de microhematocrito y centrifugación en microcentrífuga a 
10.000 RPM durante de 5 minutos. Posteriormente se evaluó la presencia de 
microfilarias en la interfase existente entre los eritrocitos y el plasma, colocando el tubo 
capilar bajo el aumento de 100x en microscopio óptico. El valor de los sólidos totales se 
obtuvo del plasma mediante refractometría. Por último, se realizó la observación 
microscópica de los extendidos sanguíneos coloreados con May Grünwald-Giemsa. La 
observación de los frotis sanguíneos incluyó el estudio morfológico de las células de la 
sangre, la fórmula y morfología leucocitaria y presencia o ausencia de formas 
parasitarias detectables (merozoítos de piroplasmas y gamontes de Hepatozoon spp.). 
La presencia de merozoítos se evaluó en aproximadamente 100 campos microscópicos a 
1000x. Los merozoítos se observaron únicos o múltiples tanto dentro como fuera de los 
eritrocitos y este hallazgo confirmó la infección por alguna de las especies de 
piroplasmas. Se realizó la medición de las formas intraeritrocitarias a fin de diferenciar 
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el hallazgo entre piroplasmas grandes o pequeños según tuvieran, respectivamente, un 
tamaño mayor o menor a 2,5 µm. La cantidad de eritrocitos parasitados, denominada 
parasitemia, se calculó luego de observar alrededor de 10000 glóbulos rojos tanto en la 
cola como en el cuerpo del extendido de sangre y se expresó en términos porcentuales 
(porcentaje de eritrocitos parasitados por merozoítos de piroplasmas). La observación 
de los extendidos de sangre fue realizada por el doctorando y por personal capacitado, 
como parte del trabajo de la rutina del laboratorio DIAP.  
De los estudios hematológicos realizados se analizó el porcentaje de perros 
positivos a piroplasmas por microscopía con alteraciones de la serie roja, principalmente 
anemia si el hematocrito fue < 37 %, destacando la anemia moderada/grave cuando el 
hematocrito fue < 20 % y hemoconcentración cuando el hematocrito fue > 55 %. Se 
definió si el proceso anémico fue no regenerativo, regenerativo o muy regenerativo 
según si el índice reticulocitario (IR) fue < 1, entre 1 y 2 o > 2, respectivamente 
(Cowgill et al., 2003). 
Se registraron, además, las elevaciones o disminuciones de los sólidos totales 
plasmáticos (> 7,9 o < 6 g/dl, respectivamente). Por último, se consideraron las 
siguientes anormalidades de la serie blanca: leucocitosis (> 18000 leucocitos/µl), 
leucopenia (< 6000 leucocitos/µl), neutrofilia (> 11500 neutrófilos/µl), eosinofilia (> 
1250 eosinófilos/µl), linfopenia (< 1000 linfocitos/µl), linfocitosis (> 4800 linfocitos/µl) 
y monocitosis (> 1350 monocitos/µl) (Tabla 2: valores de referencia). 
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Tabla 2. Valores hematológicos de referencia en caninos domésticos adultos.  
PARÁMETRO UNIDAD REFERENCIA 
Hematocrito % 37-55 
Sólidos totales g/dl 6-7.9 
Hemoglobina g/dl 12 a 18 
Recuento de G. Rojos millones/µl 5,5 a 8,5 
VCM fL 60 a 77 
HCM pg 19,5 a 24,5 
CHCM g/dl 32 a 36 
Leucocitos /µl 6000 a 18000 
Neutrófilos en banda /µl Hasta 300 
Neutrófilos segmentados /µl 3000 a 11500 
Eosinófilos /µl 100 a 1250 
Basófilos /µl 0 a 50 
Linfocitos /µl 1000 a 4800 
Monocitos /µl 150 a 1350 
Los valores de referencia fueron establecidos con datos obtenidos en el laboratorio DIAP de 
pacientes caninos clínicamente sanos y en comparación con la literatura clásica de laboratorio 
veterinario (Eiras et al., 2014). 
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3.4 Estudios moleculares 
3.4.1 Extracción de ADN 
La extracción de ADN se realizó con el Kit comercial Wizard genomics 
(Promega, USA), usando 300 µl de sangre como muestra y siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Como las muestras se correspondían con descongelados de sangre con 
EDTA, el paso de lisis celular (glóbulos rojos) se realizó 2 veces a fin de obtener un 
pellet libre de hemoglobina. Los pasos de centrifugación se realizaron a 15000 xg 
durante 30 seg. Para la lisis de membranas nucleares se incubó con el buffer 
correspondiente durante 60 min en baño seco a 37 °C. Las muestras se resuspendieron 
en 100 μl de buffer de rehidratación, se colocaron a 4 ºC overnight y luego a -20 ºC 
hasta su utilización. Cada rutina de extracción incluyó un vial conteniendo solo las 
soluciones del kit como control negativo de extracción. 
En una oportunidad se extrajo ADN de una garrapata R. sanguineus colectada de 
un perro infectado con B. vogeli del área de estudio. Se utilizó el mismo protocolo de 
extracción que el descripto para sangre periférica, pero con un paso adicional 
consistente en la incubación del material lisado de la garrapata con buffer de lisis 
nuclear y 20 µl de proteinasa K (20 mg/ml) durante toda la noche a 65°C. 
3.4.2 Pruebas moleculares 
Las muestras de ADN fueron sometidas a la amplificación mediante nested- 
PCR. Las que resultaron positivas se cortaron con enzimas de restricción a fin de 
identificar la especie de piroplasma mediante RFLP. Además, un número representativo 
de muestras positivas a nested- PCR se seleccionó para secuenciación. 
Se estudiaron 3 grupos de muestras:  
1. Muestras parasitémicas mediante microscopía: se procesaron 200 muestras que 
resultaron positivas a la observación microscópica de piroplasmas en el 
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hemograma.  
2. Muestras no parasitémicas mediante microscopía: con el objetivo de estimar el 
porcentaje de falsos negativos a la observación microscópica, durante el año 
2010 se seleccionaron al azar 514 muestras de sangre (10 por semana) negativas 
a la observación de merozoítos. 
3. Muestras no parasitémicas mediante microscopía con presencia de monocitos 
activados como anormalidad hematológica: entre junio de 2011 y mayo de 2014, 
se seleccionaron 102 muestras negativas a la presencia de merozoítos al frotis 
sanguíneo, pero en las que se constató la presencia de monocitos activados en la 
observación microscópica. 
Técnica de nested-PCR 
Se utilizaron los primers externos e internos descriptos por Jefferies et al. 
(2007a) que permiten amplificar fragmentos del gen 18S ARNr de las especies de 
diferentes piroplasmas. Esta técnica, seguida por el corte con enzimas de restricción, es 
potencialmente muy específica debido a que permite identificar a todos los posibles 
causales de piroplasmosis canina, incluso detectar la presencia de co-infección con más 
de una especie de piroplasma (Jefferies et al., 2007a).  
A fin de evitar la contaminación con ADN, el Laboratorio de 
Inmunoparasitología de la FCV-UNLP (LAINPA) posee los sectores de tareas 
específicas para las pruebas moleculares en tres dependencias separadas entre sí y en un 
orden de trabajo que no permite que los productos amplificados puedan regresar a los 
sectores previos.  
Inicialmente se probaron los primers con diferentes concentraciones de las 
soluciones y con el uso de controles específicos. Se adaptaron las concentraciones y 
volúmenes indicados por Jefferies et al. (2007a) además de las temperaturas de reacción 
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y el número de ciclos de PCR. Una vez optimizado el protocolo se analizó la 
sensibilidad y especificidad analítica como se describe a continuación. 
La sensibilidad analítica de la prueba de nested-PCR se evaluó en 3 muestras 
de sangre seleccionadas del grupo de muestras con parasitemia conocida al microscopio 
que poseían entre 100 y 10000 merozoítos por microlitro de sangre. Este valor de 
parasitemia absoluta se calculó aplicando el porcentaje de eritrocitos parasitados al 
número total de eritrocitos por microlitro de sangre. El ADN de estas muestras se diluyó 
en agua libre de nucleasas (NFW = nuclease free water) en base 10 hasta lograr una 
cantidad de 0,1 merozoítos totales por reacción de PCR. Se realizó la técnica de nested-
PCR en todas las diluciones preparadas. 
La especificidad analítica se probó utilizando el ADN disponible de diferentes 
especies de piroplasmas: B. canis (cortesía de Megacor Diagnostik, Austria), B. vogeli, 
B. gibsoni y R. vitalii (ADN amplificado por el doctorando y secuenciado en la Unidad 
de genómica del INTA- Castelar). También se probó la especificidad enfrentando la 
técnica con ADN de otros agentes infecciosos del perro como Sarcocystis cruzi, S. 
masoni, S. svanai, Hammondia heydorni e Isopora canis (de ADN de referencia del 
LAINPA provisto por el Dr. Gastón Moré); Neospora caninum y Toxoplasma gondii 
(de las cepas de cultivo celular de referencia del LAINPA, NC6 y RH respectivamente, 
provistas por la Dra. M. Cecilia Venturini); H. canis, L. infantum chagasi, D. immitis, E. 
canis y A. platys (ADN amplificado por el doctorando y secuenciado en la Unidad de 
genómica del INTA- Castelar). 
En el protocolo optimizado se utilizaron 2 μl de muestra de ADN para cada 
reacción. El volumen final fue 25 μl y las condiciones y soluciones de amplificación 
para cada reacción fue:  
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BSA=Albúmina sérica bovina; dNTPs = desoxirribonucleótidos tri-fosfato. En todos los casos 
se completó el volumen de solución con NFW. 
 
La reacción se llevó a cabo en un termociclador (THERMO electron 
corporation) con el siguiente programa para la “ronda externa”: 
Primers externos:  BTF1: 5` GGCTCATTACAACAGTTATAG3`  
BTR1: 5`CCCAAAGACTTTGATTTCTCTC3` 
 
 
 
 
Este protocolo difiere del original descripto por Jefferies et al. (2007a) en la 
temperatura de annealing (58 °C), el volumen de muestra inicial (1 μl) y el número de 
ciclos (45 ciclos). Se utilizó un control de proceso (NTC= no template control), un 
control negativo (control de extracción) y una muestra control positivo de B. vogeli en 
cada ronda de PCR colocada al final de las muestras problema para evitar 
contaminaciones.  
Primers internos:  BTF2: 5`CCGTGCTAATTGTAGGGCTAATAC3`  
BTR2: 5`GGACTACGACGGTATCTGATCG3` 
Para la PCR o “ronda interna” se preparó el mix con las mismas condiciones 
Buffer 10X ------ 2,5 μl (Invitrogen) 
BSA (200 μg/ml)10X -------- 2,5 μl (Biorad) 
MgCl2 ------------1,25 μl (Invitrogen) 
Taq pol------------ 0,2 μl (5 U/μl, Invitrogen) 
dNTPs ------------ 0,5 μl (200 mM de cada uno) 
Primers ----------- 0,25μl de cada uno (Stock 100 μM) 
Desnaturalización inicial 94ºC por 4 min. 
Luego, 30 ciclos de 94 ºC por 30 s, 60 ºC por 20 s y 72 ºC por 30 s. 
Extensión final 72 ºC por 7 min. 
Producto 930 pb (pares de bases), aproximadamente. 
 
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires – Diego Fernando Eiras    
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires  
36 
 
antes mencionadas. Se usó 1 µl del amplificado del ciclo externo como muestra y se 
siguió el mismo protocolo, pero con 62 ºC como temperatura de annealing. El producto 
de aproximadamente 800 pb (de 781 a 843 según especies) se evidenció sembrando 5 µl 
del amplificado en geles de agarosa al 1 %, separados por electroforesis a 100 volts 
durante 30 min. y mediante tinción con SYBR-safe (Invitrogen) y observación en 
transiluminador de luz azul (Invitrogen).  
Análisis de fragmentos de restricción (RFLP) 
Las muestras positivas se sometieron posteriormente a corte con enzimas usando 
3 µl del amplificado con los primers internos, con la enzima de restricción HinfI (0,4 
µl), usando buffer R (Fermentas), en microtubos de 0,5 ml y en baño seco a 37 ºC 
durante 1 hora. Por otro lado, los productos se sometieron a la doble digestión con las 
enzimas HinCII (o HindII) y BslI (0,3 µl de cada una) usando buffer Tango (Fermentas) 
colocando los tubos 1 hora a 37 ºC y luego 1 hora a 55 ºC. Los productos de la 
restricción se evidenciaron como se describiera anteriormente para la nested-PCR pero 
con una concentración de agarosa al 2,5 %. Los productos y patrones de restricción 
esperados para cada especie de piroplasma se muestran en las Tablas 3 y 4 (Jefferies et 
al., 2007a). 
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Tabla 3: Patrones de digestión de los amplificados por nested-PCR de las especies de 
piroplasmas caninos usando las enzimas BslI e HinfI.  
Especie Amplificado (pb) Enzima Patrón de corte (pb) 
 
Theileria equi 
 
830 BslI 532, 297 
Theileria annae 848 BslI 547, 220, 79 
 
Babesia conradae 
 
842 BslI Sin cortar (842) 
 
Babesia  vogeli 
 
791 HinfI 592, 102, 80, 18 (1) 
 
Babesia canis 
 
792 HinfI 593, 102, 80, 18 (1) 
Babesia sp. 781 HinfI 584, 102, 78, 18 (1) 
 
Babesia rossi 
 
793 HinfI 303, 289, 102, 81, 18 
Babesia gibsoni 791 HinfI 321, 270, 102, 81, 18 
(1) especies que requieren mayor procesamiento para su identificación. 
 
Tabla 4: Doble digestión con las enzimas HinCII y BslI para las especies Babesia 
canis, Babesia vogeli y Babesia sp. 
Especie Patrón de restricción (pb) 
Babesia canis 327, 278, 188 
Babesia vogeli 514, 278 
Babesia sp. 416, 276, 98 
 
Secuenciación 
De los amplificados positivos a la nested-PCR, se seleccionaron para 
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secuenciación: (1) aquellas muestras de perros positivos al microscopio (2 muestras por 
año de estudio de aquellas disponibles, total: 16 muestras), (2) las que resultaron 
positivas a PCR de los negativos al microscopio (4 muestras), (3) las que resultaron 
positivas a PCR de aquellas con monocitos activados (6 muestras), (4) las que 
mostraron un patrón de RFLP diferente a el más frecuentemente encontrado (4 
muestras, una del área de estudio y 3 de la provincia de Salta) y (5) el ADN extraído de 
la garrapata R. sanguineus colectada de un perro infectado con B. vogeli del área de 
estudio (1 muestra). Los amplificados de la “ronda interna” seleccionados se sembraron 
(20 µl) en geles de agarosa al 1 % y, luego de la electroforesis, se seccionó el producto a 
partir del gel y se purificó con el kit comercial Wizard SV Gel & PCR Clean Up System 
(Promega, USA). Los purificados fueron enviados para su secuenciación a la Unidad de 
genómica del INTA- Castelar con los primers BTF2 y BTR2 (secuenciación en ambos 
sentidos). La secuenciación de ADN se realizó por el método de Sanger en 
secuenciadores de capilares (3130xl y 3500xl Genetic Analyzer, Applied Biosystems), 
con protocolos optimizados de terminadores fluorescentes (Big Dye Terminator v3.1). 
Las secuencias se alinearon y analizaron con el programa GENEIOUS versión R9. Las 
secuencias consenso obtenidas se compararon con otras publicadas en el GenBank® 
usando el programa BLASTn del NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/). Se construyó un 
árbol filogenético con las secuencias obtenidas y otras previamente reportadas de B. 
vogeli y de otras especies de piroplasmas que afectan caninos alrededor del mundo. Para 
el análisis filogenético se usó el método neighbor-joining con el cálculo tipo Tamura-
nei-model de distancia genética del programa GENEIOUS R9, usando 1000 réplicas 
(bootstrap) y la secuencia de H. canis (DQ439540) como outgroup. 
Además, 1 muestra positiva a nested-PCR (ID 158459), fue amplificada con los 
primers 5-22F y 1661-R (Birkenheuer et al., 2003) que amplifican casi la totalidad del 
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gen 18S rRNA. El amplificado se purificó y clonó en plásmidos de acuerdo con lo 
descripto por Eiras et al., (2014). El ADN plasmídico se purificó y se envió para su 
secuenciación al servicio de Lightrun GATC Biotech (www.gatc-biotech.com/lightrun) 
con los primers BTF1, BTR1 y los plasmídicos M13-F, T7Prom-R. Los resultados se 
alinearon y analizaron con el software GENEIOUS.  
Del total de secuencias obtenidas, se seleccionaron 4 como representativas (3 de 
las obtenidas de la nested-PCR y la del ADN plasmídico), las que fueron depositadas en 
el GenBank® con los números de acceso KY290976, KY290977, KY290978 y 
KY290979. 
3.5 Aspectos epidemiológicos 
 3.5.1 Estimaciones de prevalencia 
Prevalencia observada al microscopio: Se calculó la prevalencia obtenida 
durante todo el periodo (2003-2014) mediante diagnóstico hematológico al microscopio 
como el porcentaje de muestras positivas respecto del total analizadas (n = 120567). 
Prevalencia estimada por PCR: utilizando el porcentaje de falsos negativos por 
observación microscópica sobre 514 muestras del 2010, se extrapoló el valor a todo el 
periodo de estudio bajo los siguientes supuestos: (1) el error de detección al 
microscopio (porcentaje de falsos negativos) no varió durante el periodo de estudio, y 
(2) todas las muestras positivas por microscopia fueron identificadas como piroplasmas 
mediante diagnóstico molecular (no se obtuvieron resultados falsos positivos al 
microscopio). 
  3.5.2 Variaciones temporales 
Las variaciones interanual y estacional de la prevalencia observada por 
microscopía se evaluaron mediante las pruebas de Freedman y Edward. La primera 
detecta desvíos de una ocurrencia uniforme durante el año, y la segunda pone a prueba 
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la existencia de un único valor máximo y provee la fecha estimada en la cual ocurre 
(Abramson, 2004, 2005). 
3.5.3 Factores de riesgo  
La asociación de la piroplasmosis canina con distintos factores de riesgo fue 
analizada utilizando la prevalencia observada por microscopía. Los datos completos 
para cada muestra respecto de ubicación geográfica, sexo, raza, edad, tamaño de raza y 
largo del pelo solo estaban disponibles para el período 2010-2014 sobre un total de 
50619 muestras. Sobre este subset de datos se analizaron los factores de riesgo 
mencionados. Para las comparaciones entre sexos, razas, grupos de edades, y 
procedencias geográficas de las muestras se utilizaron pruebas de X2 para dos o 
múltiples proporciones independientes, según corresponda (Fleiss et al., 2003). 
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4.1 Diagnóstico hematológico 
En el período comprendido entre octubre de 2003 y mayo de 2014 se evaluaron 
mediante microscopía 120567 hemogramas caninos provenientes del área de estudio. La 
presencia de piroplasmas a la observación microscópica fue detectada en 300 muestras. 
En todos los casos los merozoítos intraeritrocitarios observados fueron de tamaño 
grande (> 2,5 µm) (Imágenes 1, 2 y 3) en comparación con los piroplasmas pequeños (< 
2,5 µm) observados en las muestras provenientes de la provincia de Salta procesadas 
durante el período de estudio (Imagen 4). Estas muestras fueron remitidas al laboratorio 
DIAP desde un lugar diferente al área de estudio y se las consideró como un hallazgo 
inesperado relacionado con el trabajo de Tesis. 
En los 300 perros parasitémicos estudiados se encontró que el hematocrito 
promedio fue 32 %, con un rango entre 6 y 63 %. Se presentó anemia (hematocrito < 
37 %) en 182 casos (60,7 %); de los cuales 61 tuvieron anemia moderada/grave 
(hematocrito < 20 %). La anemia fue regenerativa (IR > 1) en 41 casos (22,5 %), muy 
regenerativa (IR > 2) en 13 (7,1 %) y no regenerativa (IR < 1) en los restantes 128 casos 
(70,3 %). El proceso anémico estuvo presente en el 82 % de los animales parasitémicos 
menores a 1 año de edad (80/97 casos).
4- Resultados 
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Imagen 1. Piroplasmas grandes (>2,5 µm) de Babesia vogeli. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flechas rojas= merozoítos intraeritrocitarios únicos, dobles o múltiples; flecha blanca= 
merozoítos libres en el plasma; flechas verdes= monocitos activados asociados a la infección; 
flecha naranja= policromatófilo que indica el carácter regenerativo del proceso anémico. 
 
Imagen 2. Piroplasmas grandes en co-infección con otros patógenos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flechas rojas= merozoítos de Babesia vogeli dentro de los glóbulos rojos; flechas celestes= 
gamontes de Hepatozoon canis dentro de los neutrófilos; flechas verdes= monocitos activados; 
flecha amarilla= mórula de Ehrlichia canis, está foto fue registrada luego de finalizado el 
período de estudio, motivo por el que no fue analizada la co-infección en este trabajo de Tesis. 
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Imagen 3. Piroplasmas grandes de Rangelia vitalii.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flechas rojas= merozoítos dentro de los glóbulos rojos; flechas blancas= merozoítos libres en el 
plasma; flechas celestes= merozoítos dentro de los glóbulos blancos. 
 
Imagen 4. Piroplasmas pequeños de Babesia gibsoni.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Flechas negras= merozoítos dentro de los glóbulos rojos. Estas imágenes corresponden a 
caninos de la provincia de Salta, fuera del área de estudio. 
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El hematocrito se observó aumentado (> 55 %) en 5 casos (1,7 %). Los sólidos 
totales tuvieron un promedio de 6,5 g/dl con un rango de 2,4 a 10,4. Se hallaron 
elevados (> 7,9 g/dl) en 35 perros (11,7 %) y disminuidos (< 6 g/dl) en 78 (26 %). Este 
último hallazgo estuvo presente en 32 de los 61 perros con anemia moderada a grave 
(52,5 %). 
El recuento de leucocitos tuvo una media en estos pacientes de 9965/µl con un 
rango de 400 a 54352. Se observó leucopenia (< 6000 leucocitos/µl) en 94 pacientes 
(31,3 %) y leucocitosis (> 18000/µl) en 35 casos (11,7 %). Se halló desvío a la 
izquierda (> 300 neutrófilos en banda/µl) en 145 muestras (48 %); neutrofilia (> 11500 
neutrófilos/µl) en 50 (16,7 %); eosinofilia (> 1250 eosinófilos/µl) en 2 casos (0,7 %); 
linfopenia (< 1000 linfocitos/µl) en 210 (70 %); linfocitosis (> 4800 linfocitos/µl) en 2 
casos (0,7 %) y monocitosis (>1350 monocitos/µl) en 54 casos (18 %); ver valores de 
referencia en Tabla 2. La parasitemia en estos pacientes varió entre 0,0001 % y 30 % 
con una media de 0,94 %, donde el 90 % de los casos tuvo 1 % o menos de los 
eritrocitos parasitados.  
4.2 Estudios moleculares 
4.2.1 Análisis de la sensibilidad y especificidad analítica  
Los resultados de este ensayo demostraron que la técnica empleada en las 
condiciones de laboratorio descriptas es capaz de detectar entre 1 y 10 merozoítos 
totales. La nested-PCR produjo amplificados de alrededor de 800 pb en todas las 
especies de piroplasmas analizadas (B. vogeli, B. canis, B. gibsoni y R. vitalii). También 
se produjeron amplificados de alrededor de 900 pb en muestras con elevada 
concentración de ADN de H. canis y con la cepa de referencia RH de T. gondii. No se 
produjeron amplificados cuando la técnica se enfrentó con el ADN de los otros 
protozoos del phylum Apicomplexa testeados, ni con el ADN del flagelado L. infantum 
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chagasi o con el de microfilarias del nematode D. immitis (Imagen 5). Por último, 
tampoco se produjo amplificación cuando se realizó la PCR con el ADN de las bacterias 
rickettsiales de las especies E. canis y A. platys (datos no mostrados). En la Imagen 6 y 
en la Tabla 5 pueden observarse los patrones de corte enzimático de los diferentes 
patógenos que se testearon en la prueba de especificidad. 
 
 
Imagen 5. Gel de agarosa al 1 % que revela los amplificados resultantes de la técnica de 
nested-PCR cuando se la enfrentó con diferentes especies de piroplasmas y con otros 
patógenos que afectan al perro.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1= Toxoplasma gondii; 2= Neospora caninum; 3= Hammondia heydorni; 4= Sarcocystis svanai; 
5= S. masoni; 6= S. cruzi; 7= Isospora canis; 8= Dirofilaria immitis; 9= Leishmania infantum 
chagasi; 10= Hepatozoon canis; 11= Babesia canis; 12= Rangelia vitalii; 13= Babesia gibsoni; 
14= Babesia vogeli; NTC= No template control. 
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Imagen 6. Gel de agarosa al 2,5 % que revela los patrones de corte enzimáticos de los 
patógenos que resultaron positivos a la prueba de especificidad analítica. 
 
 
 
 
 
 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1H y 1B= Toxoplasma 
gondii; calles 2H y 2B= Hepatozoon canis; calles 3H y 3B= Babesia canis; calles 4H y 4B= 
Rangelia vitalii; calles 5H y 5B= Babesia gibsoni; calles 6H y 6B= Babesia vogeli. 
 
Tabla 5. RFLP. Se observan los patrones de corte con enzimas de restricción para 
diferentes especies piroplasmas y otros patógenos testeados, tomando como punto de 
partida el trabajo de Jefferies et al. (2007a). Los valores indicados como aproximados 
con el símbolo (~) refieren a descripciones propias del presente trabajo de Tesis. 
Especie Amplificado 
(pb) 
Digestión con HinfI Doble digestión (HinCII 
+ BslI) 
    B. vogeli 791 592, 102, 80, 18 514, 278 
    B. canis 792 592, 102, 80, 18 327, 278, 188 
    B. gibsoni 791 321, 270, 102, 81, 18 ~514, ~278(1) 
    R. vitalii ~800 ~321, ~270, ~102, ~81, ~18(1) ~420, ~220, ~90, ~70(1) 
    H. canis ~900 ~650, ~250(1) ~680, ~220(1) 
T. gondii ~900 ~520, ~140, ~120, ~70(1) ~360, ~220, ~190(1) 
N. caninum   870 Sin datos(2) 353, 222, 289, 47, 36, 3 
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(1) Los patrones de corte no se encuentran descriptos en el trabajo citado y se muestran como 
resultado de la presente Tesis. (2) El patrón de corte no se encuentra descripto en el trabajo citado 
y el desafío con el ADN de N. caninum en este trabajo resultó negativo. 
4.2.2 Muestras positivas a la observación de merozoítos al microscopio 
De las 300 muestras positivas, se analizaron 200 por técnicas moleculares; en los 
otros 100 casos no pudieron preservarse las muestras. La amplificación parcial de gen 
18S ARNr con primers BT mediante nested-PCR evidenció un producto de 
amplificación de aprox. 800 pares de bases en todas las muestras de sangre (Imagen 7). 
Se realizó el corte con enzimas de restricción HinfI, BslI y HindII (RFLP) y se observó 
el patrón característico de la especie B. vogeli en 199 de las 200 muestras (Imágenes 8, 
9 y 10). En la Imagen 11 se puede apreciar el patrón de corte de H. canis en 
comparación con B. vogeli.  
La única muestra no compatible con B. vogeli presentó un patrón de corte 
característico de R. vitalii (Imagen 12), lo cual fue confirmado posteriormente por 
secuenciación. Esta muestra provino de una Clínica Veterinaria de la localidad de 
Florencio Varela, pero el perro había sido recogido de la calle y no pudo obtenerse la 
información completa sobre su procedencia. En esta última Imagen (Imagen 12) se 
observa además el patrón de corte característico de B. gibsoni que fue obtenido del 
ADN de la sangre de 3 perros de la provincia de Salta. 
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Imagen 7. Gel de agarosa al 1 % que revela los amplificados resultantes de la técnica de 
nested-PCR cuando se la enfrentó con muestras positivas y negativas a piroplasmas. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
CE= Control de extracción; NTC= No template control; CP= Control positivo de Babesia 
vogeli. 
 
Imagen 8. RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires – Diego Fernando Eiras    
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires  
50 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1 a 4H y 1 a 4B= patrón de 
Babesia vogeli proveniente del área de estudio; NTC= No template control. 
Imagen 9. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %, muestras sembradas de manera 
continua. 
 
 
 
 
 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1 a 8= Babesia vogeli del 
área de estudio.  
 
Imagen 10. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1H y 1B= RFLP de 
Babesia canis (cortesía Megacor GMBH, Austria); calles 2 a 4H y 2 a 4B= RFLP de Babesia 
vogeli del área de estudio; NTC= No template control.  
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Imagen 11. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1-2H y 1-2B= RFLP de 
Hepatozoon canis del área de estudio; calles 3 a 6H y 3 a 6B= Babesia vogeli del área de 
estudio.  
 
Imagen 12. Patrón de RFLP en gel de agarosa al 2,5 %.  
 
 
 
 
 
 
H= digestión con Hinfl; B= doble digestión con HincII y BslI; calles 1-2H y 1-2B= RFLP de 
Rangelia vitalii (una del área de estudio y otra del área endémica de Entre Ríos); calles 3,4 y 
9H; 3,4 y 9B= RFLP de B. gibsoni (provenientes de Salta); calles 5 a 8H y 5 a 8B= Babesia 
vogeli del área de estudio. 
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4.2.3 Muestras negativas por microscopía 
Entre las 514 muestras negativas por microscopia que se evaluaron mediante 
pruebas moleculares, 4 resultaron positivas a B. vogeli, tanto en el corte con enzimas 
como en la secuenciación. Esto significa que el 0,78 % de las muestras negativas por 
microscopía resultaron ser falsos negativos para piroplasmas. En 3 de las 514 (0,58 %), 
de un grupo de 19 muestras que habían resultado parasitémicas a H. canis mediante 
microscopía (pero no a piroplasmas), se observó amplificación de una banda de ADN de 
alrededor de 900 pb con los primers BT mediante nested-PCR. El corte con enzimas 
mostró un patrón característico para esta especie (ver Tabla 5 e Imagen 11). Las 
restantes 16 muestras positivas a H. canis al microscopio resultaron negativas en la 
nested-PCR. 
4.2.4 Muestras negativas por microscopía, pero con monocitos activados 
Se testearon mediante nested PCR- RFLP 102 muestras, de las cuales 6 fueron 
positivas con un patrón de restricción compatible con B. vogeli, lo que fue confirmado 
posteriormente por secuenciación. Esto significa que el 5,9 % de las muestras negativas 
con monocitos activados resultaron ser falsos negativos. Este valor fue 7 veces mayor al 
registrado como falsos negativos en la sección anterior (4.2.3). 
4.2.5 Secuencias y análisis filogenético 
El producto de PCR de 31 muestras fue purificado y remitido a un centro de 
referencia para su secuenciación: las 16 muestras parasitémicas seleccionadas por años, 
las 4 que resultaron positivas entre los negativos por microscopía, las 6 positivas con 
monocitos activados, 1 muestra con un patrón de RFLP compatible con R. vitalii (del 
área de estudio), 3 con RFLP compatible con B. gibsoni (3 muestras provenientes de 
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Salta) y la muestra de ADN extraído de la garrapata de un perro infectado. Del total, 26 
muestras resultaron 99-100 % idénticas entre ellas y con secuencias previamente 
reportadas como B. vogeli en el GenBank (AY072925 de Europa y AY371198 de USA, 
entre otras). 
La identidad entre las secuencias presentó una homología casi absoluta, con la 
diferencia en una sola base ubicada en la posición 365 de la secuencia de referencia de 
B. vogeli AY072925 (1713 pb, origen: Italia). En esta posición, 2 secuencias 
presentaron adenina, 8 secuencias presentaron guanina y en 14 se observaron dobles 
picos en el electroferograma (de A y G) en la misma posición, por lo que se la identificó 
como “R”. Se seleccionó una secuencia de cada variante para la carga en el GenBank, 
siendo representativa de la variante “A”: KY290976, de la variante “G”: KY290977 y 
de la variante “R”: KY290978.  
La única muestra distinta a RFLP del área de estudio, compatible con R. vitalii, 
presentó una secuencia con 99 % de homología con las reportadas para R. vitalii 
(KT288200 de Passo Fundo, Brasil y KF218606 de Argentina), con una sola base de 
diferencia en ambas comparaciones. 
Las 3 muestras provenientes de perros de la provincia de Salta que también 
fueron secuenciadas, tuvieron 100% de identidad con B. gibsoni mediante BLAST 
(KP666166 y KP666165, entre otras). 
La RFLP del producto de amplificación del ADN de la garrapata colectada 
resultó compatible con B. vogeli y el consenso de la secuencia del amplificado obtenido 
fue 100% idéntico a B. vogeli mediante BLAST. 
Por último, el consenso de la secuencia de 1584 pb obtenida del ADN de 
plásmido 2B 158459, resultó 99 % idéntico a otras secuencias de B. vogeli mediante 
BLAST; por ejemplo presentó 3 bases de diferencia y un gap con la secuencia 
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AY072925 de Italia y con las secuencias HM590440 de China y AB083374 de Japón, 
en ambos casos 4 bases de diferencia y un gap. Con respecto a la variante alélica 
mencionada precedentemente, esta secuencia presentó G en esa posición. 
Con las 4 secuencias depositadas en el GenBank se construyeron 2 árboles 
filogenéticos. El primero para comparar las secuencias de B. vogeli con otras secuencias 
de la misma especie, pero de diferentes regiones del mundo. El segundo para comparar 
las secuencias depositadas con otras especies de piroplasmas que afectan al perro 
(Figuras 3 y 4). Las 4 secuencias depositadas de las 3 variantes de B. vogeli 
mencionadas (A, G y R) segregaron juntas en el mismo clado y en relación a dos 
secuencias previas de Argentina y otras tres de España, Italia y EEUU. Más distantes 
quedaron otras secuencias de Sudamérica (Brasil y Venezuela), y otras dos de Egipto y 
Japón. De la misma manera, todas las secuencias de B. vogeli de diferentes lugares del 
mundo, incluyendo las de Argentina, segregaron próximas entre sí y distantes de otras 
especies de piroplasmas que afectan al perro. 
4.2.6 Co-infecciones 
De las 300 muestras positivas a la detección microscópica de piroplasmas, se 
presentó co-infección con H. canis (mediante observación de gamontes en el mismo 
extendido de sangre donde se observaron los piroplasmas) en 28 casos (9,3 %) y con 
microfilarias de D. immitis (mediante observación de la interfase del capilar de 
microhematocrito) en 4 (1,3 %). 
De los 4 perros que resultaron positivos a PCR del grupo de 514 muestras 
negativas a piroplasmas observables, 3 se encontraban coinfectados con gamontes de 
Hepatozoon que habían sido previamente observados al microscopio. 
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Figura 3. Árbol filogenético. Comparación de las secuencias de Babesia vogeli 
depositadas en el GenBank con otras secuencias de la misma especie reportadas en otras 
partes del mundo. Las secuencias en negrita corresponden a las reportadas como 
representativas de este trabajo de Tesis. 
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Figura 4. Árbol filogenético. Comparación de las secuencias de Babesia vogeli 
depositadas en el GenBank con otras especies de piroplasmas que afectan a los caninos. 
Las secuencias en negrita corresponden a las reportadas como representativas de este 
trabajo de Tesis. 
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4.3 Aspectos epidemiológicos 
4.3.1 Estimaciones de prevalencia 
La prevalencia general para la presencia de piroplasmas a la observación 
microscópica fue del 0,25 % (300/120567). 
Respecto de la estimación de la prevalencia mediante estudios moleculares, se 
utilizó el porcentaje de falsos positivos (0,78 %) obtenido en la sección 4.2.3. 
Considerando y extrapolando dicho valor, entre las 120267 muestras negativas por 
microscopia, 938 corresponderían a falsos negativos. El total de muestras positivas 
estimadas resulta de sumar las 300 positivas al microscopio y las 938 identificadas 
como “falsos negativos”, dando 1238. En consecuencia, la prevalencia estimada por 
PCR fue 1,03 % (1238/120567) y fue significativamente mayor (X2=575,7; P < 0,001) a 
la observada de 0,25 % por microscopia. 
4.3.2 Variaciones temporales 
Variación interanual: El Gráfico 1 y la Tabla 6 muestran la variación interanual 
de la infección por piroplasmas detectada al microscopio durante todo el período. La 
prevalencia anual registró variaciones significativas (X2= 37,0 (GL: 10); P < 0,001) con 
un mínimo de 0,13 % en 2003 y un máximo de 0,37 % en 2012. El Gráfico muestra que 
la prevalencia tiende a aumentar durante el período de estudio. 
Variación estacional: Se observó un patrón estacional muy estable, donde hay 
una caída anual a cero durante el otoño e invierno y un periodo de activa presencia del 
parásito en primavera y verano. Excepto en 2 periodos (2006 y 2007), en el resto de los 
años el pico máximo se manifestó en primavera. Los resultados se muestran en el 
Gráfico 2 (trimestral, período 2003-2014) y en el Gráfico 3 (mensual, período 2010-
2014). En este último Gráfico se observan patrones similares año tras año y pudieron 
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evaluarse los datos combinados de los cuatro años (Gráfico 4). El inicio de la infección 
(observación microscópica de piroplasmas) sucedió hacia fines de agosto y principios 
de septiembre con un valor máximo en noviembre hasta llegar a ser negativo en marzo y 
abril. Los test de estacionalidad arrojaron resultados significativos: test de Freedman 
(V(N)= 0,462, P < 0,01) y test de Edwards (X2= 135,66 (GL: 2); P < 0,001). El pico 
teórico de detección de infección fue a inicios de diciembre. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 1. Variación interanual de la infección por piroplasmas detectada al 
microscopio durante el período 2003-2014 en caninos domésticos de la zona sur del 
AMBA. 
 
Tabla 6. Número de casos anuales y porcentaje de infección por piroplasmas 
(detectados al microscopio en muestras sangre canina), en relación al número total de 
muestras procesadas cada año, durante el período de estudio. 
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Año Nº de 
muestras 
Casos Prevalencia 
% 
 
2003 3854 5 0,13 
2004 4173 6 0,14 
2005 5065 13 0,26 
2006 6018 10 0,17 
2007 8150 13 0,16 
2008 8949 13 0,15 
2009 12302 37 0,30 
2010 10715 13 0,17 
2011 11657 21 0,21 
2012 14315 54 0,37 
2013-14 13932 49 0,34 
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Gráfico 2. Variación estacional trimestral de la presencia de piroplasmas al microscopio durante los años del período 2003-2014. 
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Gráfico 3. Gráfico mensual que muestra la variación estacional de la detección 
microscópica de piroplasmas durante el período 2010-2014. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 4. Datos combinados de la estacionalidad de la piroplasmosis de los años 2010 al 
2014 que muestran el pico de diagnósticos microscópicos que se produce hacia finales de 
noviembre y principios de diciembre. 
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4.3.3 Factores de riesgo 
Durante el periodo incluido en el estudio de los factores de riesgo (2010-2014), la 
prevalencia diagnosticada por microscopía fue del 0,27 % (137/50619), siendo muy similar 
a la general observada para el periodo completo (2003-2014). 
Distribución geográfica: Se detectó la presencia de piroplasmas al microscopio en 
12 de las 16 municipalidades incluidas en el estudio (Tabla 7). Considerando solamente los 
partidos donde el número de muestras fue mayor a 1000 (Gráfico 5) se compararon las 
prevalencias y se encontraron diferencias significativas (X2= 34,94 (GL: 9); P = 0,0001). El 
test de Tukey posterior arrojó diferencias significativas (P < 0,05) únicamente entre EE y 
LA y entre QU y LA. Las 4 municipalidades donde no se registraron muestras positivas de 
piroplámidos (BS, CÑ, BR y MG) tuvieron menos de 150 muestras analizadas, por lo cual 
no puede descartarse su presencia. 
Sexo: Los machos estuvieron más afectados (82/22188= 0,37 %) que las hembras 
(55/28431= 0,19 %), con diferencias significativas (X2= 14,321; P < 0,001). 
Raza: No se encontraron diferencias significativas (X2= 0,997; P = 0,318) entre 
perros de raza (73/29104= 0,25 %) y mestizos (64/21515= 0,3 %). 
Entre los perros de raza, considerando las más representadas (N > 200), se 
observaron razas con prevalencias entre 0.7-1 % como Pointer, Dogo argentino y Basset 
Hound, hasta razas donde nunca fue detectado el parasito (Gráfico 6). 
Considerando el tamaño de la raza, no se encontraron diferencias significativas (X2= 
1,56 (GL: 2); P = 0,458) (Tabla 8 y Gráfico 7). 
Finalmente, considerando el largo de pelo de las razas estudiadas tampoco se 
encontraron diferencias significativas (X2= 3,67 (GL: 2); P = 0,160) (Tabla 9 y Gráfico 8). 
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Edad: Se encontraron diferencias significativas entre las categorías de edad 
evaluadas (X2= 107,64 (GL: 5); P = 0,0001). Se observó una tendencia de disminución de 
la tasa de infección con la edad. El test de comparación múltiple de Tukey mostró 
diferencias significativas entre los perros de 0-6 meses y los mayores de 1 año, y también 
entre los de 6-12 meses y los mayores de 3 años (Tablas 10, 11 y Gráfico 9). 
Tabla 7. Número de casos y muestras procesadas por municipio del área de estudio durante 
el período 2010-2014.  
  
Positivos al frotis n Prevalencia % 
ENSENADA EN 1 132 0,76 
EZEIZA EZ 9 1507 0,60 
ESTEBAN 
ECHEVERRIA EE 13 2486 0,52 (3) 
BERAZATEGUI BZ 12 2415 0,50 
FLORENCIO 
VARELA FV 6 1209 0,50 
QUILMES QU 18 3965 0,45 (3) 
CABA CB 1 248 0,40 
LOMAS DE 
ZAMORA LZ 34 12367 0,27 
ALMIRANTE 
BROWN AB 18 9072 0,20 
LA PLATA LP 11 6649 0,17 
AVELLANEDA AV 8 4869 0,16 
LANUS LA 6 5286 0,11 (3) 
BERISSO BS 0 148 0,00 
CAÑUELAS CÑ 0 115 0,00 
MAGDALENA MG 0 91 0,00 
BRANDSEN BR 0 60 0,00 
TOTAL 
 
137 50619 0,27 
(3) indica las municipalidades donde se hallaron diferencias significativas (ver texto). 
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Gráfico 5. Municipios con más de 1000 muestras analizadas y la proporción de muestras 
positivas a piroplasmas al microscopio durante el período 2010-2014. Ref. EZ= Ezeiza; 
EE= Esteban Echeverría; BZ= Berazategui; FV= Florencio Varela; QU= Quilmes; LZ= 
Lomas de Zamora; AB= Almirante Brown; LP= La Plata; AV= Avellaneda; LA= Lanús. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6. Proporción de muestras positivas a piroplasmas detectados microscópicamente, 
en las razas de perro más representativas durante el período 2010-2014. 
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Tabla 8. Casos detectados al microscopio en relación al tamaño de las razas estudiadas 
durante el período 2010-2014. 
Tamaño Babesia 
+ 
  n Prevalencia % 
CHICO 14 7380 0,19 
MEDIANO 18 6267 0,29 
GRANDE 41 15457 0,27 
 
 
Gráfico 7. Prevalencia comparativa de piroplasmosis durante 2010-2014 entre razas de 
diferente tamaño. 
 
Tabla 9. Hallazgo de piroplasmas al microscopio en relación al largo de pelo de las razas 
más estudiadas durante el período 2010-2014. 
 
Longitud del pelo Babesia 
+ 
n Prevalencia 
% 
CORTO 38 11985 0.32 
MEDIO 21 9780 0.21 
LARGO 14 7339 0.19 
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Gráfico 8. Prevalencia comparativa de piroplasmosis entre razas de perro con distintos 
largos de pelo. 
 
Tabla 10. Prevalencia de piroplasmosis mediante detección microscópica en relación a las 
diferentes categorías de edad estudiadas durante el período 2010-2014. 
Edad Categoría Babesia + Total Prevalencia % 
0 a 6 meses 1 29 2318 1,25 
>6 meses a 1 año 2 17 2638 0,64 
>1 año a 3 años 3 16 5212 0,31 
>3 años a 6 años 4 13 7635 0,17 
>6 años a 10 años 5 32 15792 0,20 
>10 años 6 30 17024 0,18 
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Tabla 11. Comparación de múltiples proporciones independientes entre las distintas 
categorías de edad de la Tabla 10. 
 
Test de Tukey 
Par Tasa % Razón 
#1, #3 1,3 - 0,3 4,08 P < 0,001 
#1, #4 1,3 – 0,2 7,35 P < 0,001 
#1, #5 1,3 – 0,2 6,17 P < 0,001 
#1, #6 1,3 – 0,2 7,10 P < 0,001 
#2, #4 0,6 – 0,2 3,78 P < 0,01 
#2, #5 0,6 – 0,2 3,18 P < 0,01 
#2, #6 0,6 – 0,2 3,66 P < 0,01 
No se encontraron otras diferencias (P < 0,05). 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 9. Piroplasmas detectados al microscopio durante los años 2010 al 2014 en 
relación a la edad de los perros estudiados. Se muestra la tendencia significativa a disminuir 
la infección con la edad. 
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5- Discusión y Conclusiones 
El presente trabajo de Tesis representa la primer caracterización diagnóstico-
epidemiológica de la infección por B. vogeli en Argentina. De los 300 perros encontrados 
positivos a la observación de piroplasmas al microscopio durante los 11 años en el área de 
estudio, en 200 se realizó un abordaje molecular doble: nested-PCR-RFLP y, en un número 
representativo de muestras, nested-PCR y secuenciación. La especie B. vogeli fue 
confirmada en el 99,5 % de los casos (199 de 200) y se constituye como la principal y más 
expandida en el AMBA. Éstos hallazgos se encuentran en concordancia con la amplia 
distribución de su vector R. sanguineus (Brites-Neto et al., 2015; Dantas-Torres & Otranto, 
2015; Nava et al., 2012).  
Babesia vogeli es un “piroplasma grande” de distribución mundial, presente en 
muchos países de todos los continentes. En Sudamérica, B. vogeli se encuentra 
ampliamente distribuida y probablemente esté presente en casi todos los países de la región, 
aunque existen reportes solamente en Brasil (Passos et al., 2005), Argentina (Eiras et al., 
2008), Venezuela (Criado-Fornelio et al., 2007), Colombia (Vargas-Hernández et al., 2012) 
y Ecuador (Olaya Martínez, 2015). Hay poca información sobre qué otras especies de 
piroplasmas se presentan en caninos de los países sudamericanos, a excepción de B. gibsoni 
en Brasil y R. vitalii en Brasil, Argentina y Uruguay (Soares et al., 2015; Trapp et al., 
2006b). En los estudios realizados en Centroamérica, B.  vogeli también es la especie 
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en perros de Costa Rica (Rojas et al., 2014), Haití y otras islas del Caribe (Starkey et al., 
2016). En Norteamérica, B. vogeli y B. gibsoni son consideradas las especies más comunes, 
principalmente en perros de EEUU (Birkenheuer et al., 2005, 2003; Yeagley et al., 2009). 
Otras especies de distribución geográfica aparentemente más reducida fueron descriptas en 
algunos estados; B. conradae en el sur de California (Kidd et al., 2017; Kjemtrup et al., 
2006) y T. annae en Mississippi (Yeagley et al., 2009). Además, en Carolina del Norte se 
encuentra descripta la innominada especie Babesia sp., caracterizada en un perro con 
parasitemia evidente de merozoítos grandes (Birkenheuer et al., 2004b).  
En Europa, B. vogeli se distribuye principalmente alrededor de la cuenca del 
Mediterráneo y coexiste con B. canis en ciertos países como Italia, Eslovenia, Francia, 
España, Portugal y Rumania, aunque la distribución principal de esta última especie, al 
igual que la de su vector D. reticulatus, es en el norte del continente (Annoscia et al., 2017; 
Irwin, 2009; Schnittger et al., 2012; Solano-Gallego & Baneth, 2011). La otras dos especies 
presentes en Europa son T. annae (España y Croacia) y B. gibsoni (España, Alemania e 
Italia) (Solano-Gallego & Baneth, 2011). 
En el continente africano la especie más prevalente es B. rossi. Sin embargo, B. 
vogeli también fue descripta en perros de varias ciudades de Sudáfrica (Jacobson, 2006; 
Matjila et al., 2004), Sudán (Oyamada et al., 2005) y Nigeria (Sasaki et al., 2007), y en 
perros y en R. sanguineus de la República de Túnez (M’ghirbi & Bouattour, 2008). Por 
último, B. gibsoni ha sido también mencionada como presente en el continente 
(Birkenheuer et al., 1999). 
En Asia, la especie predominante es B. gibsoni aunque B. vogeli se encuentra 
descripta en varios países asiáticos como la India (Singla et al., 2016), Turquía (Gülanber et 
al., 2006), Filipinas (Ybañez et al., 2017), Japón (Inokuma et al., 2004), China (Xu et al., 
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2015; Zheng et al., 2017), Palestina (Azmi et al., 2017) y Tailandia (Piratae et al., 2015). 
En Oceanía la piroplasmosis canina solo está descripta en Australia; B. vogeli 
principalmente en el norte y B. gibsoni principalmente en el sudeste (Jefferies et al., 2003). 
La infección por B. vogeli, el piroplásmido predominante en el presente estudio, 
puede ser causal de anemia regenerativa de origen hemolítico principalmente en animales 
jóvenes, pero no está descripto un patrón clínico homogéneo como en el caso de la 
infección con otras especies de piroplasmas como B. canis (Solano-Gallego & Baneth, 
2011). Los principales hallazgos hematológicos descriptos en la literatura relacionados con 
la infección por B. vogeli son anemia regenerativa o no regenerativa, leucocitosis o 
leucopenia, linfopenia y en algunos casos trombocitopenia (Dantas-Torres & Figueredo, 
2006; Furlanello et al., 2005). Babesia vogeli es la menos patógena de las especies de 
piroplasmas que afectan al perro (Solano-Gallego et al., 2008). La afección puede ocasionar 
signos clínicos más importantes ante la presencia de otros eventos como inmunosupresión, 
esplenectomía o enfermedades concomitantes. La infección por B. vogeli debe incluirse 
como diagnóstico diferencial en los casos de anemia hemolítica o anemia hemolítica 
inmunomediada. La presencia crónica del parásito puede crear daño eritrocitario y con el 
tiempo, la exposición de los antígenos eritrocitarios internos lleva a la producción de 
anticuerpos específicos contra los eritrocitos. Los anticuerpos producidos contra el parásito, 
pueden tener reacción cruzada contra los mismos eritrocitos o producir depósito de 
inmunocomplejos que se adhieren a la membrana de los eritrocitos (Carli et al., 2009). 
En el presente trabajo el hallazgo más frecuente en los animales parasitémicos fue la 
anemia no regenerativa, principalmente en animales menores a 1 año de edad. El recuento 
de leucocitos totales fue normal en la mayoría de los casos, aunque se observó desvío a la 
izquierda en el 48% de ellos, lo que indica que estos pacientes pueden responder con una 
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incipiente respuesta inflamatoria ante la infección. El otro hallazgo fue la linfopenia que se 
presentó en el 70% de los casos, cuya interpretación -al menos en una parte de ellos-, 
podría explicarse por las infecciones virales y otras afecciones concurrentes a la 
piroplasmosis (Bilwal et al., 2017), aunque en muchos casos esta observación podría 
carecer de importancia clínica (comunicación personal, Eiras, 2018). En concordancia con 
la escasa patogenicidad reportada para B. vogeli (Jefferies, 2006; Solano-Gallego et al., 
2016), en este trabajo la mayoría de los perros infectados se presentaron con muy baja 
parasitemia (1% o menos de los eritrocitos parasitados). 
En el caso de la única muestra identificada como R. vitalii en este estudio (1/200 = 
0,5 % de las muestras procesadas), no pudo confirmarse si el perro había nacido en la zona 
y por lo tanto deja abierta la incógnita sobre la presencia autóctona de la especie en Buenos 
Aires y forma parte de un tópico de interés en futuros ensayos. La presencia de su vector, 
A. aureolatum fue descripto en la Ciudad de Buenos Aires (Cicuttin et al., 2013, 2017) y en 
la zona norte de la provincia de Buenos Aires (Colombo et al., 2016). Resulta necesario 
conocer la distribución actual de esta especie de garrapata en nuestro país, que 
tradicionalmente fue descripta en las provincias del litoral argentino donde la rangeliosis 
canina se presenta con mucha frecuencia, principalmente en Misiones y Entre Ríos y muy 
probablemente en Corrientes (Eiras et al., 2014; Sánchez et al., 2017). Por esto es preciso 
considerar la posible aparición de algún caso canino con la sintomatología tan característica 
de esta afección (i.e. sangrado espontáneo de las orejas) en la zona de estudio. Los signos 
clínicos de la rangeliosis más frecuentes pueden incluir anorexia, apatía, anemia, ictericia, 
hemoglobinuria, hemorragias subcutáneas, hepatomegalia, esplenomegalia, 
linfadenomegalia, diarrea con o sin sangre y sangrado espontáneo de orejas, nariz y otras 
partes del cuerpo (França et al., 2010; Sánchez et al., 2015, 2017). La parasitemia puede 
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detectarse entre los 10 y 15 días post infección y se mantiene hasta alrededor de los 30 días 
post infección. En un estudio muy reciente Sánchez et al. (2017), observan diferentes 
formas parasitarias que pueden aparecer en los frotis de sangre coloreados en los perros 
infectados con Rangelia. En la infección natural, pueden describirse 4 formas parasitarias 
detectables en la sangre periférica mediante microscopía; Merozoítos libres tipo 1: pueden 
estar solos o en grupos libres en el plasma, de forma variable pero generalmente piriformes, 
con estructuras basófilas citoplasmáticas únicas o dobles de 0,5 a 1 µm de diámetro, 
redondas u ovaladas además del núcleo; Merozoítos libres tipo 2: también se encuentran 
libres en el plasma, citoplasma basófilo, con forma más globosa y un núcleo más grande 
que los merozoítos tipo 1. No poseen estructuras basófilas distintas del núcleo; Merozoítos 
intraleucocitarios: en el citoplasma de neutrófilos y monocitos, con forma ovalada o 
piriforme. En los monocitos pueden encontrarse dentro de vacuolas; Merozoítos 
intraeritrocitarios: generalmente únicos o dobles, con citoplasma levemente basófilo, de 
forma piriforme u ovalada (Sánchez et al., 2017) (ver Imagen 3). Estas características 
diagnósticas resultan bastante llamativas y pueden también ser una alerta para el 
diagnóstico clínico de laboratorio. De todas maneras, si los merozoítos son solamente 
observados dentro de los eritrocitos, no pueden diferenciarse morfológicamente de otras 
especies de piroplasmas grandes y la diferenciación específica debe hacerse con técnicas 
moleculares. 
Durante el desarrollo de los ensayos moleculares del presente trabajo de Tesis, se 
recibieron en el laboratorio DIAP tres muestras de sangre de caninos de raza Pit Bull 
Terrier provenientes de la provincia de Salta. En la observación microscópica de los frotis 
sanguíneos se observaron estructuras intraeritrocitarias compatibles con merozoítos de 
tamaño pequeño (ver Imagen 4). En los estudios moleculares, tanto el corte con enzimas 
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires – Diego Fernando Eiras    
 
Piroplasmosis canina en Buenos Aires  
74 
 
característico de B. gibsoni (ver Imágenes 6 y 12) como la secuenciación 100 % idéntica 
con secuencias reportadas de la misma especie, resultaron en la inequívoca identificación 
de la especie B. gibsoni en los 3 casos. Si bien estos resultados no se corresponden a 
muestras del área de estudio, fueron detectados durante el período de trabajo, utilizando las 
mismas herramientas técnicas que para el resto de las muestras procesadas y representan el 
primer hallazgo de B. gibsoni (sensu stricto) en Argentina. 
Babesia gibsoni es un piroplasma pequeño que afecta al perro doméstico y los 
caninos salvajes. Las manifestaciones de la infección aguda incluyen fiebre, anemia 
hemolítica, trombocitopenia, esplenomegalia y en algunos casos la muerte, mientras que las 
infecciones crónicas son a menudo asintomáticas (Jefferies et al., 2007b; Trotta et al., 
2009). Esta especie es presumiblemente transmitida por H. longicornis, H. bispinosa y R. 
sanguineus. Sin embargo, en ciertas regiones toma mucha importancia la transmisión 
horizontal de la infección, específicamente mediante la mezcla de sangre capilar durante los 
encuentros de lucha entre perros de pelea. Muchos reportes son descriptos en perros de 
pelea de razas como American Staffordshire Terriers, American Pit Bull Terriers y Tosa 
Japonés (Jefferies et al., 2007b). Resulta de interés veterinario el desarrollo de futuras 
investigaciones sobre la importancia, el impacto de la infección y los estudios referentes al 
mecanismo de transmisión de B. gibsoni en perros en Argentina. 
El orden Piroplasmida está constituido por varios géneros de parásitos transmitidos 
por garrapatas que infectan a mamíferos y en menor proporción a las aves. La infección por 
estos parásitos, especialmente en los trópicos, tiene importancia médica y económica 
dependiendo del animal infectado. En la actualidad existe considerable confusión con las 
especies de piroplasmas conocidas, especialmente en cuanto al número de géneros y las 
relaciones entre ellos (Lack et al., 2012). La primera descripción de Babesia fue realizada 
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por Babes en 1888, quien reportó la presencia de microorganismos en los glóbulos rojos de 
vacas y ovejas en Rumania. En 1893, Smith & Kilbourne (1893), describen las especies B. 
bovis, B. ovis y B. bigemina, y establecen la relación entre estos parásitos y la transmisión 
vectorial. En la actualidad se describen más de 100 especies de Babesia y unas 39 de 
Theileria, pero este número se halla en constante incremento en la medida que más especies 
de piroplasmas son examinadas en mamíferos, lo que indica que este grupo posee una 
diversidad elevada (Criado-Fornelio et al., 2004; Schnittger et al., 2012) . 
Muchas identificaciones están basadas en los hallazgos morfológicos o serológicos, 
ambos con utilidad muy reducida teniendo en cuenta la cercanía que hay entre estos 
organismos apicomplexa. El género Babesia se halla tradicionalmente dividido del género 
Theileria en base a las características del ciclo evolutivo, la biología dentro del vector, la 
forma de transmisión y la localización de la reproducción asexual en las células del 
hospedador vertebrado (Uilenberg, 2006). Típicamente, Babesia spp. solo se reproduce en 
los glóbulos rojos y posee transmisión transovárica y transestadial y Theileria spp. ingresa 
a los linfocitos y desarrolla esquizontes antes de infectar a los eritrocitos y depende solo de 
la trasmisión transestadial (Schnittger et al., 2012). Estas reglas para la diferenciación 
poseen numerosas excepciones y hacen que la sistemática de los piroplasmas se encuentre 
en permanente revisión.  
Para el caso de R. vitalii no existe consenso sobre si esta especie debe pertenecer al 
género Rangelia o al género Babesia y en muchos trabajos se la menciona aún como B. 
vitalii. La evidencia filogenética junto a las características bionómicas particulares y las 
manifestaciones clínicas tan peculiares que se encuentran asociadas con la infección, 
refuerzan la evidencia para que el término Rangelia sea la forma más correcta de nombrar 
al género de este piroplasma (Eiras et al., 2014). 
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Los estudios moleculares indican que Babesia y Theileria no son monofiléticos y se 
requiere de una reexaminación de la sistemática a fin de determinar la diversidad genérica 
de los piroplasmas (Lack et al., 2012). En contraste con las descripciones fenotípicas, las 
características derivadas del análisis de secuencias tienen la ventaja de poder diferenciar 
especies morfológicamente similares y cuantificar estas diferencias (Schnittger et al., 
2012). 
En el presente trabajo, del total de secuencias del gen 18S ARNr de B. vogeli 
obtenidas se identificó una alta homología entre ellas. Se seleccionaron 4 secuencias 
representativas de B. vogeli que fueron depositadas en el GenBank, las que tuvieron muy 
escasas diferencias entre sí (una sola base) y segregaron juntas en el mismo clado al que 
Schnittger et al. (2012) denomina clado VI donde se ubica el denominado grupo Babesia 
(sensu stricto) o el denominado clado I de la descripción de Lack et al. (2012), junto a las 2 
secuencias reportadas de perros de Argentina en 2008 y a secuencias de B. vogeli de Europa 
y EEUU. La mayor lejanía con las secuencias provenientes de Brasil y Venezuela abren la 
pregunta sobre el origen de los genotipos de B. vogeli presentes en la zona de estudio y 
representa un tópico de interés para futuros estudios tanto del gen 18S ARNr como de otros 
genes con mayor variabilidad. 
Si bien los alcances del presente trabajo de Tesis se restringen al estudio de la 
piroplasmosis canina, se discute en lo sucesivo en relación a las demás CVBDs en el marco 
epidemiológico del análisis de co-infecciones y diagnóstico diferencial. En este sentido, en 
los estudios hematológicos de los caninos, la observación minuciosa del frotis de sangre es 
necesaria para la evaluación de co-infección de todos los patógenos transmitidos por 
garrapatas (Harrus & Waner, 2011). 
Las co-infecciones tienen una importante relevancia clínica. La presencia de un solo 
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patógeno puede no resultar en signos clínicos pero la co-infección de 2 o más patógenos 
transmitidos por vectores ha sido reportada como un factor de exacerbación de los signos 
clínicos o anormalidades hematológicas asociadas con estas infecciones (Starkey et al., 
2016). La infección simultánea puede ocurrir como resultado de la transmisión múltiple de 
organismos por la misma garrapata o mediante transmisión independiente o infección 
crónica por distintas garrapatas y/o en distintos momentos (Kordick et al., 1999). 
La combinación de Babesia spp., Ehrlichia spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp. 
o A. platys ocurre en áreas endémicas. La co-infección puede parcialmente explicar las 
variaciones en la presentación clínica, la patogenicidad y la respuesta a la terapia (Dantas-
Torres, 2008; Jefferies, 2006; Shaw et al., 2001). 
La asociación de agentes transmitidos por vectores en perros varía mucho de 
acuerdo con el lugar y la presencia de vectores competentes. Debido a la rápida expansión 
de los artrópodos y los agentes transmitidos, y al tránsito internacional de mascotas y 
animales salvajes, el patrón de distribución de las enfermedades de transmisión vectorial y 
la presentación conjunta de estas enfermedades en los animales puede cambiar a través del 
tiempo en una localización determinada (Dantas-Torres, 2008; De Tommasi et al., 2013). 
En un exhaustivo trabajo sobre co-infecciones realizado en Haití, sobre 200 perros 
analizados mediante estudios serológicos y moleculares, más de la mitad tenían evidencia 
de infección o co-infección actual con Acanthocheilonema reconditum, A. platys, B. vogeli, 
D. immitis, E. canis o H. canis. La infección concomitante de estos patógenos fue detectada 
por PCR en el 10,6 % de los casos. El piroplasma identificado fue B. vogeli y se 
diagnosticó en el 3,4 % en co-infección con D. immitis y en el 0,5 % con E. canis (Starkey 
et al., 2016). No se reportó co-infección entre B. vogeli y H. canis. En Brasil, Paiz et al. 
(2016) reporta recientemente la co-infección entre Babesia spp. y H. canis en 1 de 9 perros 
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estudiados.  
En el presente estudio se encontró co-infección mediante microscopía con H. canis 
y con D. immitis en una proporción no muy elevada pero considerable de casos (9,3 % y 1,3 
% de los animales positivos a piroplasmas, respectivamente). Ambos patógenos se 
presentan con relativa frecuencia en la zona de estudio.  
Hepatozoon canis es un coccidio sistémico transmitido mediante la ingestión (y no 
la picadura) del mismo vector de B. vogeli, la garrapata R. sanguineus. En los perros se 
desarrolla la reproducción asexual (merogonia) en los órganos hemolinfáticos, 
principalmente médula ósea, bazo y linfonódulos. No existe un número definido de 
generaciones asexuales y es por eso que los perros infectados permanecen en esa condición 
por el resto de sus vidas. Además, los tratamientos disponibles en la actualidad pueden 
mejorar la condición clínica del paciente, pero no logran eliminar la totalidad de los 
parásitos. Tampoco se desarrolla una respuesta inmunitaria que controle la infección como 
sucede con otras especies de coccidios. Algunos merozoítos resultantes de sucesivas 
generaciones asexuales pasan al citoplasma de los glóbulos blancos (principalmente 
neutrófilos y en menor medida monocitos) como cuerpos ovales de unas 12 micras de 
largo, denominados gamontes (Baneth et al., 2007). Los gamontes constituyen la forma 
infectante para las garrapatas en donde se desarrolla la gametogonia (reproducción sexual) 
y la esporogonia (formación de ooquistes maduros en el hemocele). La cantidad de 
gamontes circulantes se denomina parasitemia y es muy importante, desde el punto de vista 
clínico, conocer el nivel de parasitemia en los animales infectados a fin de instaurar la 
terapia más adecuada. En la zona de estudio la hepatozoonosis se presenta con una 
prevalencia general de 2,3 % con una marcada tendencia estacional y picos de hasta 6 % de 
prevalencia durante los meses cálidos del año, especialmente durante diciembre-enero 
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(Vezzani et al., 2017). 
En el presente trabajo se observa que la piroplasmosis en el área de estudio se 
presenta con una prevalencia unas 10 veces inferior (0,25 %) a la hepatozoonosis canina, 
con picos de alrededor del 1 % durante la primavera (especialmente durante noviembre-
principios de diciembre), un poco antes de la aparición del pico de detección de H. canis 
durante diciembre-enero (Vezzani et al., 2017). 
El nematodo cardiopulmonar D. immitis es transmitido al perro mediante la 
picadura de mosquitos de diversos géneros, siendo Aedes aegypti y Culex pipiens las únicas 
especies detectadas como vectores en Buenos Aires hasta el momento (Vezzani et al. 
2011a). La dirofilariasis canina por D. immitis en Argentina se encuentra descripta en 11 
provincias, desde el centro al norte el país. La zona de estudio del presente trabajo de Tesis 
es muy probablemente el límite sur de distribución de este parásito en América y la 
prevalencia en perros tiene un rango entre 0,2 y 6,7 % dependiendo del municipio 
involucrado. La prevalencia general de este hemoparásito (mediante observación de 
microfilarias en el microhematocrito) en perros de esta área, sufrió una marcada 
disminución en los últimos años: de 3,91 % en 2001 hasta 1,17 % en 2006 (n=19136)  
(Vezzani et al., 2011; Vezzani & Eiras, 2017) y 0,31 % durante el período marzo de 2010 a 
febrero de 2011 (n=14364) (Eiras et al., 2011). Se ha propuesto que este descenso podría 
estar relacionado con el uso extensivo de drogas con actividad filaricida como la 
ivermectina y las tetraciclinas y sus derivados (Vezzani et al., 2011). La prevalencia 
decreciente de este nematode durante los últimos años podría explicar la menor cantidad de 
infecciones concomitantes con B. vogeli respecto de la co-infección con H. canis 
encontradas durante el período de estudio de esta Tesis. 
Si bien la infección por E. canis y A. platys en perros del AMBA había sido 
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descripta en 2013 (Eiras et al., 2013), los primeros hallazgos de co-infección con 
merozoítos de piroplasmas al microscopio comenzaron a registrarse en el laboratorio DIAP 
luego de finalizado el período de estudio del presente trabajo. En la actualidad, la 
ehrlichiosis monocítica canina (E. canis) y la trombocitopenia cíclica canina (A. platys) se 
presentan en alrededor del 1% de los perros de área de estudio (tasa combinada obtenida 
mediante detección microscópica de mórulas de ambos patógenos). Además, en alrededor 
del 9% de los casos positivos a merozoítos de piroplasmas se observan infecciones 
concomitantes con mórulas de E. canis o A. platys (comunicación personal, Eiras, 2018) 
(Imagen 2). Los estudios epidemiológicos en la zona sobre estas afecciones del perro 
constituyen tópicos de interés en futuras investigaciones.  
A diferencia de lo que puede resultar con relativa frecuencia en otras partes del 
mundo (e.g. Australia; Jefferies et al., 2003), en el presente trabajo no se encontraron 
muestras que fueran positivas a más de una especie de piroplasma. 
Las Tablas 12, 13 y 14 muestran comparativamente las características diferenciales 
de las especies de patógenos que producen CVBDs en Argentina. En el caso de B. vogeli, 
los hallazgos hematológicos (Tabla 12) y factores de riesgo (Tabla 13) se comparan con los 
datos de los demás patógenos disponibles en la literatura. Además, se muestra un resumen 
de las principales características clínicas para todos los agentes (Tabla 14). 
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Tabla 12. Hallazgos de laboratorio asociados a la infección por los principales patógenos 
transmitidos por vectores en perros de Argentina. 
  B. vogeli R. vitalii H. canis L. infantum E. canis D. immitis 
Anemia crónica no no si si Si si 
Anemia hemolítica si si posible no posible posible 
Leucocitosis variable - si posible posible - 
Leucopenia variable - posible posible Si - 
Trombocitopenia  posible si posible posible Si posible 
Monocitos activados si si si si Si no 
Hiperproteinemia no - si si Si variable 
Hipoalbuminemia variable - si si Si posible 
En el presente trabajo el tipo de anemia que se encontró con más frecuencia asociada a la infección 
con Babesia vogeli fue clasificada como no regenerativa (datos no mostrados en esta Tabla). La 
anemia hemolítica se muestra aquí como un hallazgo posible de acuerdo con la literatura y el 
mecanismo de acción de daño de este piroplasma, aunque en nuestro caso, este proceso se presentó 
solamente en el 7,1 % de los animales anémicos infectados.  
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Tabla 13. Factores de riesgo de infección por los principales patógenos transmitidos por 
vectores en perros de Argentina. 
 
  B. vogeli R. vitalli H. canis L. infantum E. canis D. immitis 
Edad < 1 año animales 
jóvenes 
< 1 año animales 
jóvenes 
adultos adultos 
Raza no mestizos mestizos boxer, 
cocker 
pastor 
alemán 
pelo 
corto/gran 
tamaño 
Sexo machos machos machos machos machos machos 
Distribución mundial local mundial mundial mundial mundial 
Transmisión 
vertical 
posible - posible si - no 
Hábitos - - - fuera de la 
casa 
- fuera de la 
casa 
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Tabla 14. Hallazgos clínicos asociados a la infección por los principales patógenos 
transmitidos por vectores en perros de Argentina.  
 B. vogeli R. vitalii H. canis L. infantum E. canis D. immitis 
Anorexia si posible si si Si variable 
Fiebre si si si si Si no 
Caquexia si si si si Si si 
Esplenomegalia si si si si Si no 
Linfadenopatía no si si si Si no 
Sangrado posible si no posible Si posible 
Enfermedades 
de piel 
no no no si Posible posible 
Falla renal posible posible posible si Posible posible 
Daño hepático no no posible si Posible posible 
Ictericia posible posible posible posible Posible posible 
Dolor muscular no no posible no Posible no 
Eliminación 
farmacológica 
del patógeno 
si si no no Posible posible 
Vector 
competente 
garrapatas garrapatas garrapatas flebótomos garrapatas mosquitos 
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En la etapa aguda de la babesiosis canina, la microscopía es razonablemente 
sensible para detectar formas intraeritrocitarias de piroplasmas, si los frotis de sangre están 
bien extendidos y coloreados. La detección visual de piroplasmas es confirmatoria del 
diagnóstico de piroplasmosis y es suficiente para iniciar un tratamiento en la mayoría de los 
casos. De manera contraria, la detección de babesiosis crónica o subclínica en perros 
portadores requiere de herramientas moleculares debido a que la microscopía en estos casos 
en muy poco sensible. Si se confirma la babesiosis en un perro, el veterinario debería 
considerar la posibilidad de infección concurrente con otros patógenos de transmisión 
vectorial incluyendo Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Bartonella spp., Hepatozoon spp. y 
Leishmania spp. entre otros (Irwin, 2010). Los métodos moleculares presentan mayor 
sensibilidad y especificidad que la evaluación de frotis de sangre y poseen la ventaja 
adicional de la diferenciación de especies que no pueden distinguirse morfológicamente 
(Dantas-Torres & Figueredo, 2006; Garcia de Sá et al., 2006; Huber et al., 2017; Irwin, 
2009). 
De acuerdo con los supuestos y extrapolaciones utilizadas para estimar la 
prevalencia en el presente estudio, la técnica de PCR resultó 4 veces más sensible que la 
microscopía (1,027/0,25 = 4). En términos generales para todo el periodo de estudio, por 
cada muestra positiva detectada por microscopía hay 3 que no pudieron diagnosticarse con 
este método (ver punto 4.3.1 del capítulo de Resultados). Este incremento en la sensibilidad 
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puede quizá ser más evidente si no hay parasitemia detectable al microscopio, pero existe 
sospecha clínica. En un trabajo reciente realizado en Filipinas sobre 20 perros sospechosos 
de babesiosis (letargia, anemia, trombocitopenia y presencia de garrapatas) pero negativos a 
la observación de frotis sanguíneos, 9 de ellos resultaron positivos a B. vogeli por técnicas 
moleculares (Ybañez et al., 2017). Desde el punto de vista clínico, es evidente la 
importancia de tener acceso al diagnóstico molecular en los casos donde no puede 
confirmarse la infección mediante diagnóstico microscópico directo. 
Jefferies et al. (2007a) reportaron una sensibilidad analítica de 2,7 x 10-6 % de 
parasitemia en la ronda externa de PCR y 2,7 x 10-7 % en la ronda interna utilizando 
diluciones seriales de sangre. Esto equivale a 2,7 eritrocitos parasitados cada 100.000.000 
de glóbulos rojos para la primera ronda y 2,7 cada 1.000.000.000 en la segunda. 
Similarmente, Böse et al. (1995) encontraron para una PCR convencional una sensibilidad 
de 10-9, o sea un eritrocito parasitado cada 1.000.000.000 de glóbulos rojos. Teniendo en 
cuenta que la sensibilidad microscópica oscila entre 10-5 y 10-6, (o sea entre 0,001 % y 
0,0001 %), los resultados del presente trabajo concuerdan con este nivel de detección 
cuando se utiliza la herramienta de observación directa de merozoítos al microscopio, pero 
se muestran menos sensibles con lo reportado a nivel molecular, incluso con el trabajo 
original de Jefferies et al. (2007a) que utiliza la misma técnica. Los resultados aquí 
arrojaron una sensibilidad de 1 a 10 parásitos totales luego de la doble reacción de nested-
PCR, lo que equivale a una parasitemia de 10-7 (0,00001%), o sea 1 eritrocito parasitado 
cada 10.000.000 de glóbulos rojos. Esto sugiere que la técnica empleada en las condiciones 
descriptas tuvo una sensibilidad intermedia entre la detección microscópica y la 
sensibilidad molecular reportada en la literatura. Por otro lado, utilizando primers 
específicos para B. vogeli (BAB1 y BAB3) en una PCR simple, Castilho Duarte et al. 
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(2008) reportaron una sensibilidad de 1 glóbulo rojo parasitado, muy similar a lo 
encontrado en el presente trabajo. 
A diferencia de lo encontrado por Jefferies et al. (2007a), en las condiciones 
descriptas para el presente trabajo N. caninum resultó negativa a la nested-PCR. Según este 
autor, esta especie puede ser también amplificada con el protocolo de nested-PCR, con un 
producto de amplificación final más grande (870 pb) respecto de todos los piroplasmas 
descriptos en perros (que van desde 781 a 848 pb). En el mismo trabajo se describe que N. 
caninum puede luego diferenciarse en el corte con la enzima BslI en un patrón de 353, 222, 
289, 47, 36 y 3 pb (Jefferies et al., 2007a) (ver Tabla 5). 
En el presente trabajo, está técnica resultó positiva en muestras con parasitemia 
elevada de H. canis y cuando se la enfrentó con ADN de la cepa de referencia RH de T. 
gondii, con una banda más elevada que las especies de piroplasmas (cercana a los 900 pb) y 
un patrón de RFLP diferencial para ambas especies. Cabe destacar que la PCR -cuando fue 
utilizada en casos de infección concomitante confirmada mediante microscopía entre B. 
vogeli y H. canis-, solo resultó positiva a B. vogeli y nunca lo fue para ambas especies. Es 
muy probable que los primers no produzcan una unión completa sobre el ADN de H. canis, 
y solo se alineen sobre el ADN de los piroplasmas para el que fueron diseñados. No se 
obtuvo un producto de amplificación con esta técnica en ninguno de los otros patógenos 
que se testearon, sean de transmisión vectorial o agentes emparentados o de relevancia 
epidemiológica en perros del área de estudio. Tal como se describe en uno de los trabajos 
publicados relacionados con el desarrollo de esta Tesis (Eiras et al., 2014), adicionalmente 
se muestra el patrón de corte enzimático característico de R. vitalii. Este patrón es similar al 
descripto para B. gibsoni en la digestión con HinfI (321, 270, 102, 81, 18 pb) pero diferente 
(~420, ~220, ~90, ~70 pb) en la digestión doble (ver Tabla 5 e Imágenes 5, 6 y 12). 
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Bajo cierto tipo de estímulos, los monocitos sanguíneos atraviesan un proceso de 
diferenciación llamado “activación” (Imagen 13). Los monocitos activados en algunos 
procesos infecciosos, recuerdan morfológica e inmunohistoquímicamente a los macrófagos 
activados (Lee et al., 1986). El hallazgo de estas células circulantes fue descripto 
primariamente en las reacciones del huésped contra injertos (Wozniak et al., 1997). En el 
presente trabajo, los análisis realizados sugieren que los falsos negativos con monocitos 
activados estarían 7 veces más asociados a la presencia de merozoítos de piroplasmas que 
los falsos negativos sin diferenciar estas células (5,88 vs 0,78; ver sección 4.2.4 de 
resultados).  
La presencia de monocitos activados ha sido reportada como un hallazgo común 
durante la fase aguda de los procesos infecciosos (Raimundo et al., 2016). Éstos junto a los 
macrófagos y los neutrófilos proveen una primera línea de defensa innata en la respuesta 
celular del sistema inmune. Durante la infección inicial, los monocitos y neutrófilos 
periféricos aparecen en el sitio de infección antes que aparezca la respuesta específica por 
anticuerpos. Las dos funciones principales de estas células son: la fagocitosis del material 
extraño y la liberación de una ráfaga oxidativa. Estas funciones han sido identificadas como 
importantes mediadores de la resistencia innata a varios protozoarios como Leishmania, 
Toxoplasma, Trypanosoma y Plasmodium. (Court et al., 2001). 
Se reportó que los monocitos sanguíneos y los macrófagos tisulares están 
involucrados en la fagocitosis de parásitos del género Babesia y están sometidos a un 
proceso de activación durante la infección con los mismos (Cardoso et al., 2008; Court et 
al., 2001; Jacobson et al., 1993; Otsuka et al., 2002). En un estudio realizado en perros con 
baja parasitemia de B. gibsoni, se observó que los macrófagos derivados de los monocitos 
sanguíneos se encontraban altamente activados cuando se compararon con perros no 
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infectados. El proceso anémico en estos casos pudo resultar severo debido al daño 
oxidativo y la fagocitosis de los eritrocitos, aún de aquellos no parasitados (Otsuka et al., 
2002).  
El proceso de activación de los monocitos se caracteriza por una extensiva 
alteración de la morfología y las propiedades bioquímicas como el contenido de enzimas 
lisosomales y la secreción de intermediarios tóxicos como el factor de necrosis tumoral y 
formas reactivas del oxígeno. Las células activadas liberan grandes cantidades de anión 
superóxido para la destrucción intracelular de microorganismos (Otsuka et al., 2002). Por 
su parte el óxido nítrico (NO) formado por la iNOS (óxido nítrico sintetasa inducible) en 
los macrófagos, monocitos y otras células juegan múltiples roles en la respuesta 
inflamatoria y en la destrucción de microorganismos. La inducción de la iNOS puede ser 
iniciada por IFN-ɣ, TNFα y IL-1 (Guzik et al., 2003; Paim et al., 2013). La 8-hidroxi-2´-
desoxiguanosina (8-OHdG) es un derivado oxidativo de la guanina y es uno de los 
indicadores más importantes del daño oxidativo. En un estudio realizado en perros 
infectados con B. vogeli los valores séricos de 8-OHdG se encontraron significativamente 
incrementados comparados con el grupo control. Los niveles de NO se encontraron también 
incrementados pero estas variaciones no fueron significativas (Ciftci et al., 2014). 
Durante la observación de frotis sanguíneos caninos se reportó el hallazgo de 
monocitos activados en ehrliciosis monocítica y trombocitopenia cíclica, asociadas a 
eritrofagocitosis, trombofagocitosis y fagocitosis de material nuclear (Eiras et al., 2013; 
Harrus & Waner, 2011). De todas maneras, la relevancia clínica y la asociación entre los 
monocitos activados y la presencia de merozoítos de piroplasmas y/o de otros patógenos 
transmitidos por vectores no han despertado especial interés y permanecen hoy en día 
pobremente estudiadas. En los casos de perros negativos al microscopio, pero con presencia 
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de monocitos activados es recomendable realizar pruebas complementarias para la 
detección de patógenos transmitidos por vectores, especialmente PCR. 
La información disponible sobre la epidemiología de B. vogeli a nivel mundial es 
bastante limitada y en Argentina hasta el presente no existían estudios de estas 
características. Los resultados presentados demuestran que la piroplasmosis por B. vogeli es 
endémica en Buenos Aires, y si bien la prevalencia fue siempre baja, tendió a aumentar 3 
veces durante los 11 años de estudio (de 0,13 % a 0,37 %). La prevalencia por microscopía 
mostró una marcada estacionalidad hacia los meses más cálidos del año (primavera-
verano), con un pico de detección de alrededor del 1 % en el mes de noviembre y 0 % 
durante los meses de invierno. El presente trabajo es uno de los pocos a nivel mundial en 
estimar la prevalencia anual, durante un período de tantos años y con un volumen de 
muestras tan elevado. 
 
Imagen 13. Monocitos activados asociados a la infección por Babesia vogeli.   
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Flechas rojas= merozoítos de Babesia vogeli; flechas verdes= monocitos activados; flechas azules= 
merozoítos fagocitados. 
 
En un estudio realizado en más de 200 perros rurales en Minas Gerais (Brasil) 
donde hay dos estaciones bien definidas durante el año (estación seca de abril a septiembre 
y estación lluviosa de octubre a marzo), la prevalencia reportada de B. vogeli al 
microscopio fue 0,8% durante la estación seca y 0% durante la estación húmeda. Los 
mismos animales analizados por PCR en tiempo real en ambas estaciones arrojaron una 
prevalencia mucho más elevada (9,9 % para la estación seca y 10,8 % durante la época 
lluviosa) (Costa-Júnior et al., 2012). En el noreste de Brasil, utilizando tanto microscopía 
como PCR se observó una prevalencia de 2 % y 10 %, respectivamente (Rotondano et al., 
2015). En el presente trabajo, aunque resultó significativamente mayor (1,03 % versus 0,25 
%), la prevalencia estimada por nested-PCR no mostró diferencias tan grandes respecto de 
la observación microscópica (4 veces mayor) como en los reportes de Brasil. Estas 
diferencias regionales podrían deberse a la mayor adaptación y abundancia del parásito y el 
vector a las temperaturas más elevadas en las zonas tropicales, aunque resulta evidente que 
la aparición de parasitemia microscópicamente detectable guarda una relación directa con 
el momento del año donde probablemente las garrapatas se encuentran más activas (Dantas-
Torres & Figueredo, 2006).  
Si bien es una especie cosmopolita, la prevalencia de piroplasmosis canina por B. 
vogeli es muy variable entre los estudios realizados en distintos países y regiones. El valor 
más bajo reportado por detección microscópica corresponde a India, 0,26 % (2 de 778) de 
perros positivos a piroplasmas grandes, posteriormente caracterizados como B. vogeli por 
PCR (Singla et al., 2016), dato muy similar al de la observación microscópica de la 
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presente Tesis. La mayoría de los reportes resultan de estudios moleculares, y en términos 
generales, los valores encontrados varían entre el 1 % y el 6 %, con la excepción de Brasil 
donde se observaron prevalencias de alrededor del 10 % (Tabla 15). 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 15. Comparación de las prevalencias reportadas de Babesia vogeli en perros a nivel 
mundial. 
País Prevalencia (N) Técnica utilizada Referencia 
Francia 0,9 % (108) PCR Criado-Fornelio et al., 
2009 
Eslovenia 1,3 % (238) PCR Duh et al., 2004 
Palestina 1,9 % (362) PCR Azmi et al., 2017 
Tailandia 6,3 % (79) PCR Piratae et al., 2015 
Túnez 6,6 % (180) PCR M’ghirbi & Bouattour, 
2008 
Japón 6,3 % (80) PCR Inokuma et al., 2004 
China 1 % (1114) PCR Xu et al., 2015 
China 4,94 % (162) PCR Zheng et al., 2017 
India 0,26 % (778) Microscopía Singla et al., 2016 
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Australia 5 % (238) PCR Hii et al., 2015 
Brasil 
0,8 % (252)                      
0 % (166) 
Microscopía Costa-Júnior et al., 2012 (4) 
 
Brasil 
9,9 % (252) 
10,8 % (166) 
PCR Costa-Júnior et al., 2012 (4) 
 
Brasil 2% (100) Microscopía Rotondano et al., 2015 
Brasil 10 % (100) PCR Rotondano et al., 2015 
Colombia 5,4 % (91) PCR Vargas-Hernández et 
al., 2012 
(4) se reportan los datos de dos estaciones del año (ver texto). 
 
Los resultados del presente trabajo sugieren que la piroplasmosis canina en la zona 
sur del AMBA tiene una distribución geográfica heterogénea con un patrón que podría estar 
relacionado con la densidad poblacional y el nivel de urbanización. Sin embargo, se 
necesitarían estudios adicionales para evaluar esta hipótesis a futuro. Un hallazgo similar 
fue reportado en el área de estudio para la prevalencia de otra CVBDs, la dirofilariasis 
canina (Vezzani et al., 2011).  
Respecto de la distribución por edad y por sexo, la infección en el área de estudio se 
presentó más frecuentemente en perros menores de 1 año y en machos. No se encontraron 
diferencias significativas entre los perros de raza y los mestizos. Entre los animales de raza, 
el Pointer, el Dogo argentino y el Basset hound estuvieron más infectadas, pero no pudieron 
realizarse los test de significancia debido a la baja prevalencia encontrada en la mayoría de 
las razas (ver Gráfico 6). Tampoco se encontró relación entre la infección de B. vogeli al 
microscopio y el tamaño de la raza o el largo de pelo. 
En India, Singla et al. (2016) reportaron mayor prevalencia en el rango etario de 1 a 
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2 años de edad y no encontraron diferencias entre sexos. En Brasil, Rotondano et al. (2015) 
concluyeron que la edad está relacionada con la babesiosis por B. vogeli, con mayor 
frecuencia en perros jóvenes entre los 6 y los 12 meses de edad. En Filipinas, Ybañez et al. 
(2017) reportaron que los perros infectados son mayormente mestizos y de menos de 2 
años. Si bien en general los estudios coinciden que los perros más jóvenes son más 
susceptibles a la infección por B. vogeli (Solano-Gallego et al., 2008) y los adultos con 
enfermedades concomitantes (Solano-Gallego & Baneth, 2011), algunos autores no 
encontraron tales relaciones (Maia et al., 2007). Más aún, en Brasil, Dantas-Torres & 
Figueredo (2006) señalaron que la babesiosis canina se presenta más frecuentemente en 
perros mayores de 2 años y sin diferencias entre sexos y razas. En el sur del mismo país, 
Trapp et al. (2006a) mediante serología observaron mayor prevalencia en perros mayores 
de 1 año, que se presentan a la consulta con historia de sangrado, se encuentran parasitados 
con garrapatas y que residen en áreas suburbanas. En Italia, se ha reportado que los perros 
de 25 a 48 meses se hallan más afectados por babesiosis que los de otras categorías de edad 
(Otranto & Dantas-Torres, 2010). Araujo et al. (2015) reportaron en el noreste de Brasil 
mediante serología, una mayor prevalencia de B. vogeli en perros de raza de tamaño 
mediano. Birkenheuer et al. (2005) señalaron una mayor proporción de perros infectados 
con B. vogeli de raza Greyhound en EEUU. En resumen, los hallazgos de distintos autores 
respecto los factores de riesgo asociados a la infección por B. vogeli son variados y en 
ocasiones contradictorios. Esta variabilidad podría deberse al efecto de las condiciones 
climáticas y ambientales locales sobre la transmisión del parásito, como se ha observado 
para otras CVBDs. Sin embargo, debe notarse que estos estudios tienen diseños (e.g. 
procedencia de las muestras) y técnicas diferentes, a veces con números de muestras 
insuficientes, y no fueron concebidos con fines comparativos entre sí. Adicionalmente, los 
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estudios serológicos podrían reflejar casos crónicos, en los que no se detecte parasitemia al 
microscopio o la misma ocurrió en un estadío agudo de la infección. Esto podría explicar 
que los estudios indirectos revelen prevalencias mayores en animales mayores de 1 año y 
que no guarden una relación directa con la observación microscópica de piroplasmas. 
Finalmente, en el presente trabajo la colección de garrapatas de los perros infectados 
o de sus viviendas excedió los límites de los objetivos que se habían propuesto 
originalmente y no se realizó sistemáticamente con el fin de obtener resultados reportables. 
Solamente en una oportunidad se extrajo ADN de una garrapata R. sanguineus colectada de 
un perro infectado del área de estudio y tanto la RFLP como las secuencias obtenidas 
fueron compatibles con B. vogeli.  
El vector de B. vogeli, R. sanguineus, es una especie cosmopolita ampliamente 
presente en el área de estudio desde principios de agosto hasta finales de mayo, 
especialmente abundante en los meses más cálidos del año (comunicación personal, Eiras, 
2018). El análisis del 16S ADNr de R. sanguineus sensu lato revela la existencia de 2 
clados filogenéticos principales. Uno de ellos, originario de Sudáfrica, está constituido por 
las especies denominadas “tropicales”. El otro grupo está relacionado con las garrapatas 
provenientes de Europa y se encuentra constituido por las especies denominadas 
“templadas” (Dantas-Torres & Otranto, 2015). Nava et al. (2012) proponen la división en 2 
grupos bien definidos: el linaje del sur, que incluye los haplotipos encontrados en 
Argentina, Uruguay y Chile; y el linaje del norte, formado por los descriptos en Brasil, 
Paraguay, Colombia, Sudáfrica, Mozambique y 2 localidades del norte argentino. 
El estudio y caracterización de las garrapatas del AMBA junto a la detección de 
patógenos mediante técnicas directas o moleculares en lo ejemplares colectados, forman 
parte de futuras investigaciones de interés médico, epidemiológico e incluso de Salud 
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Pública. 
Los hallazgos de la presente Tesis demuestran que la piroplasmosis canina 
producida por B. vogeli en la zona sur del AMBA es endémica desde hace más de 10 años. 
Esta especie es transmitida por R. sanguineus, una garrapata muy abundante en la zona 
durante los meses más cálidos del año. Esto coincide con la mayor cantidad de casos de 
piroplasmosis detectados al microscopio, observándose un pico de positivos de alrededor 
del 1% entre noviembre y diciembre de cada año. En los animales infectados el principal 
hallazgo de laboratorio es la anemia no regenerativa, aunque en muchas ocasiones no se 
observan manifestaciones hematológicas de importancia. La mayoría de los perros 
infectados tiene parasitemias bajas (≤ 1%) y los machos y los animales menores a 1 año 
constituyen el grupo de mayor riesgo con diferencias significativas. No se observan tales 
diferencias entre perros de raza y mestizos. Tampoco constituyen factores de riesgo el 
tamaño de la raza y el largo de pelo. Las infecciones concomitantes (principalmente con H. 
canis y D. immitis) se presentan en alrededor del 10 % de los casos y la co-infección con 
otros patógenos resulta un tópico de interés en la actualidad. La técnica de nested-PCR 
utilizada permite aumentar la sensibilidad diagnóstica 4 veces respecto de la microscopía 
óptica convencional y, junto al corte con enzimas de restricción, puede ser una herramienta 
importante y de costos relativamente bajos a la hora de conocer la especie de piroplasma 
involucrada en el proceso. Se requiere de mayor información para saber si R. vitalii se 
presenta también en la zona de manera autóctona. 
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7-Apéndice: algunas soluciones de uso frecuente en esta Tesis y 
modalidad de preparación en las técnicas utilizadas 
  
 
1) Revelado de PCR en geles de agarosa  
 TBE (Tris - borato - EDTA) 5X 
Tris base……………… 54 g  
Ácido bórico…………27,5 g 
EDTA 0.5 M (pH=8)…20 ml   
Completar hasta 1000 ml con agua destilada  
Procedimiento:  
Se utiliza para chequear ADN purificado, productos de PCR, fragmentos de ADN 
obtenidos por digestión con enzimas de restricción, etc. El porcentaje de agarosa de 
estos geles varía de acuerdo al tamaño del fragmento (altos pesos moleculares requieren 
concentraciones de agarosa bajas y viceversa). 
Para un gel al 1%:   
Para un gel de 17 calles mezclar 0,30 gr de agarosa + 30 ml de TBE 1X  resuspender en 
microondas durante 30 - 60 segundos hasta ebullición y luego agregar 3 µl de  
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific).  
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Para un gel al 2,5%:   
Para un gel de 17 calles mezclar 0,75 gr de agarosa + 30 ml de TBE 1X  resuspender en 
microondas durante 30 - 60 segundos hasta ebullición y luego agregar 3 µl de  
SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific). Colocar el peine y esperar 10 a 
15 minutos hasta gelificar. 
Preparación de las muestras para su siembra 
Se utilizará el buffer de siembra que es provisto con el marcador de peso molecular. La 
muestra se siembra con buffer de siembra coloreado, permitiendo así su visualización 
durante la corrida electroforética. Se toman 5 µl de la muestra y se le agrega 1 µl de 
buffer coloreado, los 6 µl resultantes se colocan en los pocillos del gel. La corrida 
electroforética se realiza a 100 voltios durante 20 a 30 minutos o hasta que el colorante 
haya migrado de acuerdo al peso molecular buscado. 
 
2) Preparación de BSA (albúmina sérica bovina) 
Quick Start Bovine Serum Albumin Standard #5000206 (BIORAD). Se utilizó una 
solución stock de 1.4 g/ml (1400µg/1000µl). Para alcanzar la concentración de 200 
µg/ml (10X), se colocaron 140 µl de la solución stock y se completó el volumen hasta 
1000 µl.  
 
3) DNTPs (Invitrogen)  
Se mezclan partes iguales de cada dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP) y se fracciona en 
volúmenes pequeños de uso (25 µl) que se mantienen a -18ºC hasta su utilización.  
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4) Técnica de Tinción de May Grünwald-Giemsa  
-Colocar May Grünwald (Merck) puro sobre un frotis de sangre bien seco durante 3 
minutos. 
-Agregar agua destilada dejando caer casi todo el colorante y dejar actuar durante 5 
minutos. 
-Lavar bien con agua corriente. 
-Agregar Giemsa diluido y dejarlo actuar durante 20 minutos. La solución de uso se 
prepara diluyendo en una proporción de 2 gotas de Giemsa (Merck) puro cada 1 ml de 
agua destilada. 
-Lavar bien con agua corriente. 
-Dejar secar y observar bajo microscopio óptico a 1000x con aceite de inmersión. 
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